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 RESUMO  
 
O nicho hematopoético é um microambiente fisiológico específico com a 
função primordial de manter a pluripotencialidade, a capacidade de autorrenovação e 
a quiescência das células precursoras hematopoéticas. As neoplasias hematológicas 
medulares têm origem mieloide ou linfoide e são capazes de subverter o nicho 
hematopoético, criando relações patológicas com as células deste microambiente e 
estabelecendo o “nicho neoplásico”. 
Os objetivos gerais do trabalho foram divididos em duas partes: (1) 
investigar o papel da via inflamatória inflamassoma e da via de autofagia em pacientes 
com mieloma múltiplo e outras gamopatias monoclonais e (2) o papel do inibidor de 
reparo de dano ao DNA, BRD4, na biologia das síndromes mielodisplásicas. 
No mieloma múltiplo, observamos que a presença de plasmócitos 
circulantes foi um fator independente de pior sobrevida dos pacientes com gamopatias 
monoclonais de nossa coorte e que ocorre a ativação da via de autofagia na medula 
óssea dos pacientes de modo proporcional à quantidade de plasmócitos. Quanto ao 
inflamassoma, houve ativação do mediador caspase 1 e da proteína adaptora ASC, 
indicando uma indução de sinal tipo 1 na medula dos pacientes com gamopatias. Por 
fim, a maior expressão gênica ao diagnóstico do mediador da via NLRP3 na medula 
óssea dos pacientes foi preditor de melhor resposta ao tratamento com talidomida, 
indicando seu potencial papel como biomarcardor de resposta terapêutica. 
Nas síndromes mielodisplásicas, observamos um aumento de expressão 
do transcrito variante curto do gene BRD4 e este transcrito se mostrou uma variável 
independente de pior prognóstico, juntamente com o escore prognóstico R-IPSS. 
Estudos celulares com linhagens leucêmicas mostraram que a inibição farmacológica 
do BRD4 ou o silenciamento gênico resultaram no aumento da fosforilação da histona 
H2AX da via de reparo de dano ao DNA, causando ativação da apoptose em linhagens 
leucêmicas. Da mesma forma, a inibição do BRD4 em linhagem leucêmica apresentou 
efeito aditivo ao tratamento com o agente hipometilante azacitidina na indução de 
apoptose. 
Coletivamente, os nossos resultados comprovam a presença de 
desregulações inflamatórias e epigenéticas nas neoplasias hematológicas medulares 
estudadas e indicam possíveis oportunidades terapêuticas da manipulação dessas 
vias. 
  
PALAVRAS-CHAVE: Inflamassoma. Autofagia. Mieloma múltiplo. Epigenética. 
Síndromes mielodisplásicas. 
 ABSTRACT  
Hematopoietic stem cell niche is a microenvironment that regulates 
hematopoietic stem cell self-renewal, differentiation and proliferation. Bone marrow 
malignancies are myeloid or lymphoid neoplasms, which subvert this 
microenvironment through pathological relations with inflammatory and stromal cells 
inside the bone marrow, creating the “neoplastic niche”. 
The overall aims of this study were (1) to investigate the role of 
inflammasome and autophagy in the biology of multiple myeloma and related 
gammopathies and (2) to explore the potential role of the DNA damage response 
inhibitor BRD4 in cells from myelodysplastic syndromes patients and leukemia cell 
lines. 
In the multiple myeloma section, circulating plasma cells at diagnosis were 
predictors of worse outcomes. We also observed an activation of autophagy in bone 
marrow samples, which increased according to plasma cell infiltration. Regarding 
inflammasome pathway, we observed CASP1 and ASC overexpression, indicating 
inflammasome pathway priming (or type 1 signal) into their bone marrow 
microenvironment. Moreover, increased levels of NLRP3 mRNA predicted better 
responses to thalidomide-based regimens (partial response or better) in our cohort of 
patients, acting as a potential therapeutic biomarker.  
In myelodysplastic syndromes, the short variant transcript of BRD4 was 
increased and it was an independent predictor factor for worse prognosis, along with 
higher-risk R-IPSS. Results from leukemia cell lines support that BRD4 inactivation, 
either through the pharmacological inhibitor JQ1 or gene silencing, reactivate the DNA 
damage response pathway, increasing p-H2AX levels and activating apoptosis. We 
also observed an addictive effect of BRD4 inhibition and the hypomethylating agent 
azacitidine in the induction of apoptosis. 
Overall, our results reassure that inflammatory and / or epigenetic 
dysregulation are important alterations found in the bone marrow microenvironment of 
hematological malignancies. Moreover, modifications in these dysregulated pathways 
could be therapeutically explored in the future. 
 
KEYWORDS: Inflamassome. Autophagy. Multiple myeloma. Epigenetics. 
Myelodysplastic syndromes. 
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1. Introdução Geral 
O sistema hematopoético supre nosso organismo diariamente com mais 
de 100 bilhões de células maduras. As células progenitoras hematopoéticas (CPH) 
se localizam no topo da hierarquia hematopoética e são responsáveis por repor as 
células sanguíneas ao longo de toda a vida [1]. O nicho hematopoético é um 
microambiente fisiológico específico com a função primordial de manter a 
pluripotencialidade, a capacidade de autorrenovação e a quiescência, além de 
controlar o número de CPH no corpo humano [2]. Os fatores secretados pelo nicho 
incluem citocinas e fatores de crescimento que regulam e determinam o destino 
das CPH e de outras células presentes no microambiente medular [3]. 
As células mieloides são de particular importância para manutenção do 
nicho hematopoético: macrófagos são reguladores das células estromais 
mesenquimais nestina-positivas e os megacariócitos secretam citocinas como 
TGF-beta1 e CXCL4 que são importantes para a retenção da CPH, conforme 
esquematizado na Figura 1 [2]. 
As neoplasias hematológicas medulares são neoplasias de origem mieloide 
ou linfoide, capazes de subverter o nicho hematopoético, criando relações patológicas 
com as células do microambiente medular e estabelecendo o “nicho neoplásico”. No 
nicho neoplásico há maior expressão de citocinas inflamatórias, de modo a gerar 
resistência à apoptose e proteção à quimioterapia pelas células progenitoras 
neoplásicas. Colmone A e colaboradores [4] descreveram que, em modelos animais 
leucêmicos, as células tumorais geram modificações acentuadas no microambiente 
medular, criando um microambiente anormal que “sequestra” a CPH CD34+ no “nicho 
neoplásico”, com grande secreção de SCF (“stem cell factor”). Esse “sequestro” da 
célula progenitora normal reduz progressivamente sua quantidade bem como sua 
capacidade de mobilização para o sangue. Estas alterações explicam, pelo menos em 
parte, a falência hematopoética progressiva encontrada nas neoplasias medulares, 
mesmo quando não há infiltrações medulares maciças pela doença. 
O maior conhecimento das relações patológicas das células neoplásicas 
na medula óssea pode permitir o desenvolvimento de formas mais eficazes e menos 
tóxicas de se tratar as neoplasias hematológicas medulares, que, em geral, ainda são 
doenças graves e associadas com altas taxas de morbimortalidade, mesmo com 
tratamentos agressivos, como o transplante de células progenitoras hematopoéticas 




incidência de tais doenças ocorre em indivíduos com idade mediana superior a 65 
anos. Os pacientes idosos não apresentam condições clínicas para realizar 
tratamentos mais agressivos e, não raro, são mantidos somente em cuidados de 
suporte paliativo. 
Enquanto a medula óssea é o sítio primário do mieloma múltiplo (MM), o 
plasmócito clonal neoplásico se origina a partir de linfócitos B pós-centro germinativo, 
com hipermutação somática e com expressão de CD19 e CD27. Esses plasmócitos 
posteriormente migram para medula óssea e proliferam em sítios próximos ao nicho 
osteoblástico. Muitos fatores envolvidos na relação entre o mieloma múltiplo e o 
estroma da medula óssea já foram descritos, incluindo fatores solúveis (citocinas), 
fatores de crescimento, receptores de membrana, proteínas da matriz extracelular e 
os constituintes celulares. A citocina IL6 é fundamental para sobrevivência dos 
plasmócitos neoplásicos, criando uma relação entre as células estromais e o mieloma 
e ativando a via de sinalização NFκB, principalmente nas células estromais [5]. 
Entretanto, a alça de retroalimentação para ativação da IL6 ainda é pouco 
compreendida. 
As neoplasias mieloides são um grupo heterogêneo de doenças clonais da 
CPH, também com grandes alterações no microambiente medular, com aumento 
específico de citocinas, como SDF-1 (“stromal derived fator 1”) e SCF [4], além de 
alterações morfologicamente reconhecíveis como fibrose, angiogênese e 
osteosclerose [5]. Nas síndromes mielodisplásicas (SMD) ocorrem mutações nas 
CPH, que culminam com quadro de hematopoese ineficaz e citopenias, além de 
instabilidade genômica com risco variável de transformação leucêmica [6-8]. São 
doenças com alta variabilidade clínica e biológica, mas com mutações predominantes 
em reguladores epigenéticos e fatores mediadores de clivagem de RNA [9]. Um 
melhor conhecimento das alterações genéticas e epigenéticas da doença (tanto nas 
CPH quanto no microambiente medular) pode auxiliar o desenvolvimento de 
tratamentos mais eficazes e menos tóxicos para os pacientes. 
O nosso trabalho é dividido em dois subprojetos com objetivo de tentar 
elucidar aspectos específicos das neoplasias medulares estudadas, a saber: o MM e 
as SMDs. No subprojeto do MM, avaliamos a relação da doença com a inflamação 
medular e a possível ativação das vias de inflamassoma e de degradação proteica de 




BRD4 em coorte de pacientes com SMD e seu papel biológico na doença e o potencial 







Figura 1 – Nicho hematopoético fisiológico. Desenho esquemático simplificado do nicho hematopoético fisiológico, 
representando o nicho osteoblástico (à esquerda) e nicho vascular (à direita) na medula óssea e as interações mais relevantes 
da célula progenitora hematopoética com células estromais e com células mieloides, que através de redes de citocinas mantêm 
a quiescência e garantem a autorrenovação da célula progenitora hematopoética. Modificado de Boulais, Philip E., and Paul S. 




2. Subprojeto 1 - Inflamassoma e autofagia na patogênese e 
evolução das gamopatias monoclonais 
 
2.1. Introdução 
2.1.1. Clínica, fases biológicas da doença e critérios diagnósticos das 
gamopatias monoclonais 
O mieloma múltiplo (MM) é uma doença geneticamente complexa, que se 
torna mais comum com o envelhecimento da população [10]. É uma neoplasia linfoide 
B terminalmente diferenciada, com origem mais provável a partir de linfócitos B pós-
centro germinativo [5]. O plasmócito neoplásico então migra para medula óssea, onde 
se submete a um processo contínuo de transformação neoplásica, através de acúmulo 
progressivo de lesões genéticas.  
A fase mais inicial das gamopatias monoclonais é chamada de gamopatia 
monoclonal de significado incerto (GMSI) e é indolente, assintomática e pré-
neoplásica. GMSI é caracterizada por um clone pequeno de plasmócitos na medula 
óssea, com infiltração abaixo de 10%, associado à secreção de proteína neoplásica 
(paraproteína) também em pequena quantidade, abaixo de 3g/dL (Tabela 1). A taxa 
de progressão de GMSI para MM é de 1% ao ano, embora o risco aumente 
dependendo de alguns fatores de risco já caracterizados, como a concentração da 
proteína monoclonal, o tipo de imunoglobulina secretada, a razão elevada de cadeias 
leves séricas livres, porcentagem de plasmócitos na MO e deficiência de produção 
dos demais anticorpos, denominado imunoparesia (do inglês, “immunoparesis”). [11]. 
Porém, ainda hoje, muitos dos fatores clínicos e biológicos que favorecem ou 
impedem essa evolução neoplásica são amplamente desconhecidos. GMSI é uma 
doença comum em idosos, com prevalência de mais de 5% entre indivíduos com idade 
acima de 70 anos [12]. 
O mieloma múltiplo assintomático (MMA) é um estadio clínico intermediário 
entre GMSI e MM, no qual o risco de progressão nos primeiros 5 anos é de cerca de 
10% ao ano. Assim como na GMSI, para o diagnóstico de MMA exige-se a ausência 
de lesão de órgãos-alvo atribuíveis à gamopatia (Tabela 2). Entretanto, os valores de 
proteína monoclonal e porcentagem de plasmócitos na MO são mais elevados (Tabela 
1). MMA é uma doença biologicamente heterogênea em que coexistem casos com 




transformação para MM, entretanto ainda sem a lesão orgânica que define a doença 
sintomática. Essa heterogeneidade corresponde atualmente a uma área cujas 
pesquisas se mostram necessárias para a melhor identificação dos casos com maior 
risco e com necessidade de tratamento mais precoce, evitando, assim, o surgimento 
de complicações graves e potencialmente irreversíveis que a doença pode causar, 
tais como fraturas ou a necessidade de diálise [11]. 
O mieloma múltiplo (MM), por sua vez, é uma doença em que ocorre lesão 
em órgãos-alvo pela neoplasia de plasmócitos, definida sob o acrônimo “CRAB” 
(hiperCalcemia, insuficiência Renal, Anemia e lesão óssea – “Bone lesion”). Cerca de 
80% dos casos de MM se originam de GMSI não-IgM e 20% de GMSI de cadeia leve. 
Os critérios diagnósticos de eventos definidores foram revisados em 2014 [11], com 
incorporação de biomarcadores sugestivos de doença ativa, como detalhado na 
Tabela 2.  
Nas fases finais da transformação, a célula neoplásica atinge a capacidade 
de circular pelo sangue periférico, transformando-se em leucemia plasmocitária (LPC). 
A LPC é uma doença clinicamente muito agressiva com mediana de sobrevida de 
menos de 1 ano [13]. Mesmo que última década tenham ocorrido avanços no 
tratamento, essa doença continua com prognóstico muito reservado e houve pouca 
melhora, especialmente em idosos sem condições clínicas para realizar tratamentos 
mais agressivos [14]. Um desenho esquemático (Figura 2) mostra as fases 
progressivas da doença e o processo de progressão e diversidade clonal segundo 
modelo darwiniano que ocorre nas gamopatias monoclonais. 
Uma das grandes dificuldades em MM é que, ao contrário de outras 
neoplasias, a definição da doença é clínico-patológica, havendo necessidade de 
manifestações clínicas específicas de lesão orgânica para que o diagnóstico seja 
determinado. O modo como diagnosticamos MM atualmente retarda o tratamento da 
doença até os estádios avançados. Dessa forma, doenças em estágios iniciais, 
biologicamente menos complexas e com maior dependência do microambiente 
medular, não são tratadas e podem sofrer evolução clonal. O desenvolvimento na 
última década de fármacos mais específicos, potentes e menos tóxicos tornou atrativo 
tratar a doença mais precocemente. Hoje o grande desafio é tentar tratar a doença 
nas fases iniciais, antes que ocorram as graves lesões orgânicas do MM. Assim, um 




microambiente medular em seu “nicho neoplásico” é uma área de pesquisa 





Tabela 1 – Critérios diagnósticos de gamopatias monoclonais (2014) 
Subtipo Critérios laboratoriais 
Taxa de 
progressão 
Gamopatia monoclonal de 
significado incerto (GMSI) 
Todos os 3 critérios devem estar presentes: 
 Proteina monoclonal sérica (IgG ou IgA) < 3g/dL 
 Plasmócitos clonais MO < 10%1 
Ausência de eventos definidores  
1% ao ano 
Mieloma múltiplo 
assintomático (MMA) 
Ambos critérios devem ser cumpridos: 
 Proteina monoclonal sérica (IgG ou IgA) > 3g/dL e/ou plasmócitos clonais MO > 10% e < 60%1 
Ausência de eventos definidores 
10% ao ano 
Mieloma múltiplo (MM) 
Presença dos dois critérios abaixo: 
 Plasmócitos clonais em MO > 10% ou plasmocitoma ósseo ou extramedular (comprovado por 
biópsia)1 
 Presença de eventos definidores 
N/A 
Leucemia plasmocitária (LPC) 
Presença de plasmócitos clonais em SP: 
 > 2000 cels/µL ou > 20% do diferencial são plasmócitos clonais1 
 
N/A 





Tabela 2 – Eventos definidores de mieloma múltiplo (2014) 
 Evento Definição 
Hipercalcemia 
Cálcio sérico > 1mg/dL acima do LSN ou  
Cálcio sérico > 11mg/dL 
Insuficiência Renal 
Clearance de creatinina < 40mL/min ou  
Creatinina sérica > 2mg/dL 
Anemia 
Hb > 2 g/dL abaixo do LIN ou  
Hb < 10 g/dL 
Lesões ósseas 
Uma ou mais lesões osteolíticas em radiografia de inventário 
ósseo, tomografia (TC) ou PET-CT 
Biomarcadores 
Qualquer um dos seguintes: 
 Porcentagem de plasmócitos clonais em MO >60%1 
 Razão FLC envolvida / não envolvida > 1002 
 >1 lesão focal em estudos de ressonância (RNM) 
óssea3 
Todas as lesões de órgão-alvo (hipercalcemia, insuficiência renal, anemia e lesões ósseas) 
devem ser atribuíveis exclusivamente à gamopatia, excluindo-se causas secundárias que 
possam contribuir para a alteração, como hiperparatiroidismo ou nefropatia diabética. (1). A 
porcentagem de plasmócitos deve ser estimada através da biópsia de medula 
preferencialmente; sempre considerar o maior valor quando houver disparidade entre BMO e 
mielograma. (2). Para ser válida a razão FLC, a cadeia leve envolvida deve ter concentração 
mínima > 100mg/dL. (3). As lesões focais na RNM devem ter tamanho mínimo de 5mm. LSN: 
limite superior da normalidade; LIN: limite inferior da normalidade; PET-CT: 18F-
fluordeoxiglicose PET com tomografia computadorizada; MO: medula óssea; FLC: “free light 






Figura 2 – Gamopatias monoclonais: patogênese e fases da doença. Desenho esquemático mostrando a origem do plasmócito 
neoplásico em linfócitos B pós-centro germinativo, que, em seguida, migra para a medula óssea, onde se estabelece em seu “nicho 
neoplásico”. A doença surge em uma fase pré-neoplásica denominada de GMSI. Progressivamente, com aumento de diversidade 
clonal e maior instabilidade genômica, a doença pode progredir para fases mais avançadas, MMA, MM e, por fim, a LPC. 
Abreviações: GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; MMA: mieloma múltiplo assintomático; MM: mieloma múltiplo; 




2.1.2. Vias de degradação proteica e sua importância na biologia dos 
plasmócitos e das gamopatias monoclonais 
As proteínas existem em estado dinâmico dentro das células com múltiplas 
vias de síntese e de degradação atuando em conjunto para manter o equilíbrio 
proteico intracelular, denominado de proteostase. Dentre as vias de degradação 
proteica existentes, duas se destacam: a via de ubiquitina proteassoma e a autofagia 
[15]. Alguns dados recentes demonstram também uma intricada interrelação de 
dependência entre estas duas vias de degradação proteica e que ambas possam estar 
envolvidas na patogênese de muitas doenças, como as neoplasias [16]. 
A via de ubiquitina-proteassoma ou UPS (do inglês “ubiquitin proteasome 
system”) é a principal via de degradação proteica intracelular, em que substratos 
proteicos são marcados com cadeias de poliubiquitina e, então, degradados em 
peptídeos por uma protease multimérica grande chamada de proteassoma, presente 
em todas as células eucarióticas. A via UPS tem papel central em vários processos 
biológicos, como regulação do ciclo celular, respostas inflamatórias, resposta imune, 
além de resposta para adequação a proteínas mal enoveladas [15]. 
UPS é uma via crítica para transdução de sinal, regulação transcricional, 
resposta a estresses e controle de função de receptores. Além disso, a UPS controla 
a ativação da via NFκB, através da regulação da degradação de seu inibidor (IκB) [15]. 
A degradação proteica por essa via é altamente complexa e finamente regulada. As 
neoplasias, em especial aquelas em que a função da célula de origem é a produção 
proteica em larga escala (como plasmócitos ou células pancreáticas), necessitam de 
forma essencial da atividade da via UPS. Adicionalmente, a inibição farmacológica do 
proteassoma induz apoptose e/ou retardo proliferativo da célula neoplásica. Alguns 
inibidores farmacológicos de proteassoma estão em uso clínico para mieloma há mais 
de 10 anos e hoje são parte fundamental dos esquemas de tratamento, prolongando 
a sobrevida e melhorando a qualidade de vida dos pacientes [17]. 
A macroautofagia é um mecanismo de controle de qualidade que destina 
materiais intracelulares aos lisossomos. A autofagia se inicia com a formação do 
fagófaro, o qual se alonga e se sela gerando o autofagossomo, uma vesícula 
intracelular de dupla membrana que engloba partes inteiras do citoplasma em seu 
interior. Em seguida, o autofagossomo funde-se aos lisossomos e degradam o 




já foram descritos e essas proteínas criam redes de sinalização intracelular que 
controlam sequencialmente o controle da formação do autofagossomo e as vias 
subsequentes da degradação proteica [18]. 
Proteínas mal-enoveladas ou envelhecidas são marcadas por sinais de 
ubiquitina. A via mais utilizada para a degradação dessas proteínas é, de fato, a via 
UPS. Entretanto, descobertas recentes mostram que, em algumas situações, essas 
proteínas formam agregados intracelulares e ativam a via de autofagia como via 
preferencial para sua degradação. De fato, atualmente são descritos mecanismos de 
ativação de autofagia dependentes e independentes de ubiquitina [18]. 
A via canônica de ativação da autofagia envolve a ativação da proteína 
beclina 1 (produzida pelo gene BECN1), através de múltiplos estímulos estressores, 
que, por sua vez, fosforilam a proteína AMPK e inibem a via AKT/mTOR, como 
mostrado na Figura 3. A beclina 1, por sua vez, ativa a formação das vesículas dos 
fagofáros / autofagossomos através da conversão da proteína LC3-I na forma LC3-II 
(produzida a partir do gene MAP1LC3B). O material a ser englobado pela vesícula é 
marcado por uma proteína carreadora denominada P62 (produzida a partir do gene 





Figura 3 – Vias de autofagia. Desenho esquemático mostrando os principais 
reguladores da via de autofagia. Resumidamente, estímulos estressores celulares, 
como desbalanço energético, espécies reativas de oxigênio, lipopolissacárides e DNA 
livre são capazes de ativar a proteína sensora AMPK. AMPK, por sua vez, inibe a via 
AKT/mTOR, que, ao desfosforilar as proteínas UKL1 e ATG13, induz a ativação da 
proteína beclina 1 e a formação do fagófaro, composto pela proteína LC3 II (que é 
formada a partir da proteína LC3-I). A proteína SQSTM1/P62 “marca” as proteínas 
e/ou organelas a serem engolfadas" pela vesícula dupla membrana. Finalmente, o 
autofagossomo se funde ao lisossomo e ocorre a degradação e reciclagem do seu 
conteúdo. 
 
A autofagia tem um papel duplo, contexto-dependente na biologia 
neoplásica, sendo supressora oncológica em células normais e, ao mesmo tempo, 
apresentando um papel pró-tumoral em cânceres já estabelecidos [19]. O mieloma é 
uma neoplasia com suposta alta dependência da via de autofagia devido à sua alta 
atividade da via UPS. E, de fato, estudos recentes corroboram essa hipótese. Pengo 




diferenciação quanto naqueles de memória. Além disso, a atividade autofágica se 
mostrou essencial para produção sustentada de imunoglobulinas e foi fundamental 
para manutenção da reserva de plasmócitos de memórias na MO. Milan E e 
colaboradores [21] comprovaram que a proteína SQSTM1/P62 é componente 
essencial da reserva autofágica, apresentando efeito sinérgico com a inibição 
farmacológica do proteassoma, mas também gerando uma resposta adaptativa aos 
inibidores de proteassoma. O estudo conclui que a presença de agregados proteicos 
de SQSTM1/P62 é um biomarcador que indica saturação do sistema de autofagia e 
maior susceptibilidade aos inibidores de proteassoma. Por outro lado, linhagens sem 
esses tais agregados de SQSTM1/P62 apresentam resistência ao uso dos inibidores 
de proteassoma, provavelmente porque sua autofagia aumentada permite que todo o 
excesso proteico da inibição da via de UPS seja desviado para a autofagia, garantindo, 
assim, a sobrevivência celular. 
Todavia, a demonstração do papel das vias de degradação proteica na 
biologia das gamopatias monoclonais e de seu uso potencial para tratamento dessas 





Figura 4 – Vias de degradação e secreção proteica em plasmócitos. Desenho 
esquemático mostrando plasmócito com a representação da via vesicular secretora 
(1), que é a via principal para produção e exportação das imunoglobulinas produzidas 
pela célula. Devido à alta taxa de produção de proteínas, há grande ativação das vias 
de degradação proteica: ubiquitina proteassoma (UPS) e autofagia. (2). 
Representação da via UPS em que as proteínas mal enoveladas ou envelhecidas são 
marcadas com ubiquitina e enviadas para degradação pela protease multimérica 
proteassoma. (3). A autofagia é a outra via de degradação proteica relevante para a 
homestase celular, onde, através da proteína ativadora BECN1, da proteína 
carreadora SQSTM1/P62 e da proteína MAP1LC3B (que efetivamente forma a 
vesícula), há a degradação de partes do citoplasma celular. Modificado de Aronson, 
Lauren I., and Faith E. Davies. "DangER: protein ovERload. Targeting protein 
degradation to treat myeloma." Haematologica 97.8 (2012): 1119-1130 [22]. 
 
2.1.3. A relação entre gamopatias monoclonais e inflamação 
Os “hallmarks” dos cânceres são características distintivas e 
complementares das células malignas que capacitam o tumor a crescer e/ou 
metastatizar. Incluem sustentação do sinal proliferativo, evasão de supressores de 
crescimento, resistência à morte celular, capacidade de imortalidade replicativa, 
indução de angiogênese, ativação de invasão e metástase, reprogramação do 
metabolismo energético e evasão do ataque imune (Figura 5). A inflamação, da 
mesma forma, tem se mostrado um “hallmark” emergente das neoplasias, permitindo 
sua progressão [23]. A via celular NFκB é capaz de induzir a maioria das alterações 
celulares descritas, tanto na célula neoplásica quanto no microambiente ou no “nicho 




Causas comuns de inflamação crônica associadas ao desenvolvimento de 
neoplasias incluem Helicobacter pylori na mucosa gástrica induzindo linfomas, as 
infecções por vírus da hepatite B ou C causando carcinoma hepatocelular e os 
quadros de doença intestinal inflamatória e neoplasias colorretais [25]. 
Particularmente em mieloma, estudos epidemiológicos populacionais 
prospectivos mostram associação entre estados inflamatórios crônicos (como 
doenças autoimunes) [26], além de associação entre obesidade e sobrepeso ao longo 
da vida e o surgimento de gamopatias monoclonais [27]. Além disso, estudo recente 
com modelo animal de mieloma comprovou que animais com indução de obesidade 
por dieta têm um ambiente medular mais permissivo para desenvolvimento de uma 
condição semelhante a GMSI, com acúmulo de plasmócitos neoplásicos na medula 
óssea, aumento da paraproteína sérica e perda de massa óssea, semelhante ao que 
ocorre na doença em humanos [28].  
Um intrincado sistema de sinalização composto por sensores, 
processadores e transdutores de sinais, além de efetores como espécies reativas de 
oxigênio são utilizados nas vias de sinalização inflamatória. Os principais sensores 
celulares das células fagocitárias são os receptores do tipo NOD e os do tipo Toll ou 
TLR (do inglês “Toll-like receptors”), além dos receptores da IL1 (IL1R) [29]. Os 
receptores do tipo NOD (ou NLR) são mediadores intracelulares da via de 
inflamassoma, uma via inflamatória descoberta mais recentemente e com crescente 
importância em quadros inflamatórios e em algumas doenças não infecciosas, como 





Figura 5 – Os “hallmarks” das neoplasias. Desenho que representa as alterações 
celulares e do microambiente neoplásico que os distinguem e se complementam para 
a transformação e progressão de neoplasias. Adaptado do artigo: Hanahan, Douglas, 
and Robert A. Weinberg. "Hallmarks of cancer: the next generation." Cell 144.5 (2011): 
646-674. 
  
2.1.4. A via de inflamassoma e sua importância crescente em neoplasias 
A inflamação é uma resposta imune protetora criada por um sistema 
conservado através de mediadores da resposta imune inata, que respondem a 
estímulos nocivos, como patógenos, células mortas ou irritantes. São vias com 
regulação estrita, visto que a inflamação insuficiente pode levar à infecção persistente, 
mas quando excessiva pode causar estados inflamatórios sistêmicos ou mesmo 
crônicos.  
O sistema imune inato depende, para sua ativação, do reconhecimento de 
padrões moleculares associados a patógenos ou PAMP (do inglês “pathogen-




patterns”), quando o estímulo ocorre através de insultos endógenos não infecciosos, 
chamada de inflamação estéril [31]. 
A via de inflamassoma é parte do sistema imune inato e avanços recentes 
aumentaram nossa compreensão das vias macromoleculares de sua ativação. Várias 
famílias de receptores de reconhecimento de padrão ou PRR (do inglês “pattern-
recognition receptors”) são componentes do complexo de inflamassoma, incluindo as 
proteínas receptoras tipo NOD ou NLRs [31]. Quando ocorrem estímulos sensíveis, a 
proteína sensora é capaz de se oligomerizar e ativar a caspase 1. De fato, o processo 
ocorre em duas etapas: inicialmente, há a ligação dos agentes estimuladores nos 
receptores, como TLR ou IL1R, que induzem as vias NFκB e ERK a ativar a expressão 
gênica e proteica dos mediadores, como os receptores NLR, das citocinas IL1-beta e 
IL18 e da proteína adaptora ASC. Essa fase inicial é chamada de iniciação ou 
“priming”. Em seguida, sob estímulo de um sinal 2, como efluxo de potássio ou 
ativação de receptores purinérgicos, ocorre a complexação multimérica das proteínas 
NLR, ASC e pró-caspase 1, que são capazes de clivar as citocinas pró-inflamatórias 
IL1-beta e IL18, como exemplificado na figura 6 [30, 32]. 
TLRs e NLRs funcionam como sensores críticos para distúrbios 
metabólicos causados pela obesidade, lesões celulares e infecções, induzindo 
processos que levam à restauração da homeostase tecidual através da expressão de 
vias/genes específicos, tais como TNFα, IL6 e IL1-beta [33-38]. De fato, inflamação 
crônica tem papel crítico em vários estágios do desenvolvimento e progressão 
neoplásica e muitas neoplasias têm como fatores de risco fontes inflamatórias como 
infecções bacterianas e virais, tabagismo, obesidade, envelhecimento e senescência 
celular [39-46].  
No caso particular do intestino, a microbiota intestinal é o componente 
central na indução da inflamação. Em especial, enterobactérias não patogênicas são 
capazes de ativar a via de inflamassoma NLRP3, gerando liberação robusta de IL1-
beta, recrutando monócitos para o epitélio do intestino e induzindo a inflamação [47, 
48]. Da mesma forma, o inflamassoma NLRP3 inibe a capacidade metastática do 
carcinoma intestinal através de células NK e IL18 [49]. A via de inflamassoma através 
da produção de IL18 induz um aumento de células NK e uma maior taxa de apoptose 
de tumores sensíveis a ligantes Fas [50]. Gasparoto TH e colaboradores [51] 
recentemente demonstraram que animais com ausência das proteínas ASC e CASP1 




células NK, células dendríticas e linfócitos CD4+ e CD8+, além de um aumento em 
células T regulatórias. O papel do inflamassoma nas neoplasias cutâneas pode diferir 
de acordo com o tecido e local analisado: a expressão de ASC em células mieloides 
que infiltram a neoplasia estimularia seu crescimento e desenvolvimento, ao passo 
que a expressão de ASC nos queratinócitos neoplásicos inibiria o tumor, funcionando 
como um supressor tumoral nos queratinócitos [52]. Outra publicação mostra que a 
ativação do inflamassoma induz células supressoras mieloides derivadas ou MDSC 
(do inglês “myeloid derived suppressor cells”) no microambiente neoplásico [53]. De 
fato, microambientes tumorais com inibição da via de inflamassoma apresentam 
melhores respostas à quimioterapia citotóxica [54]. 
Dessa forma, podemos concluir que o papel da via de inflamassoma no 
contexto da tumorigênese é multifatorial, podendo exercer tanto papel pró quanto anti-
neoplásico. No contexto de neoplasias hematológicas, ainda não há estudos sobre o 
papel das vias inflamatórias de inflamassoma para o surgimento e propagação 
neoplásica. 
A autofagia é um contrarregulador da via de autofagia, limitando sua 






Figura 6 – A via de inflamassoma. (1). Sob estímulo de mediadores, como DNA livre, lipopolissacárides derivados de bactérias ou 
mesmo citocinas, ocorre a iniciação da via ou “priming”, chamado de sinal 1. Essa iniciação estimula, através das vias NFκB e ERK, a 
expressão gênica e proteica dos mediadores fundamentais da via: a proteína receptora sensora, do grupo NLR (como a proteína 
NLRP3) e as pró-citocinas IL1-beta e IL18. (2). Após essa fase, a efetiva ativação da via, ou sinal tipo 2, ocorre quando há estímulos 
celulares (como efluxo de potássio para o meio extracelular ou ativação de receptores purinérgicos), que induzem a formação de uma 
protease multimérica composta pelas proteínas NLR, ASC (ou PYCARD) e caspase-1, que, combinadas, são capazes de clivar e induzir 
a ativação das citocinas pró-inflamatórias IL1-beta e IL18, que são então secretadas para o meio extracelular e propagam o estímulo 






Figura 7 – A relação entre a via de autofagia e inflamassoma. A ativação da via de 
inflamassoma é interpretado pela célula como sinal de perigo, ativando a via de 
autofagia, que, por sua vez, degrada os mediadores intracelulares da via de 





Analisar as características clínicas de uma coorte prospectiva de pacientes com 
gamopatia monoclonal do Hemocentro Unicamp e fatores prognósticos relevantes 
para o desfecho clínico de sobrevida e progressão; 
A. Avaliar a expressão gênica de reguladores da via de autofagia BECN1, 
SQSTM1 e MAPLC3B; 
B. Avaliar a expressão proteica de LC3 e SQSTM1/P62 por imuno-
histoquímica em biópsias diagnósticas de medula óssea; 
C. Avaliar a expressão gênica de reguladores da via de inflamassoma 
(CASP1, PYCARD, NLRP3, IL1B e IL18); 
D.  Avaliar a expressão proteica dos mediadores ASC e CASP1 em 
amostras de subpopulações de leucócitos de doadores; 
E. Quantificar citocinas inflamatórias de plasma de medula óssea 




2.3. Materiais e métodos 
2.3.1. Casuística 
Os pacientes incluídos no estudo foram selecionados a partir de coorte 
transversal de pacientes com diagnóstico recente de gamopatias monoclonais e sem 
qualquer tipo de tratamento quimioterápico ou mesmo uso de corticosteroides no 
momento da coleta das amostras. Foram incluídos apenas casos que confirmaram o 
diagnóstico de gamopatia monoclonal e que permaneceram em seguimento regular 
no Hemocentro Unicamp no período de janeiro de 2011 a julho de 2015. Foram 
também recrutados 17 indivíduos saudáveis de mesmo padrão de sexo e idade para 
o grupo de controles sadios. O grupo de controles sadios foi composto por doadores 
de medula óssea, além de casos com anemias carenciais (deficiência de vitamina 
B12) que necessitaram de investigação medular para esclarecimento diagnóstico. 
A avaliação de possíveis lesões de órgão-alvo incluiu: para anemia, o 
hemograma completo com análise do esfregaço; para hipercalcemia, a dosagem de 
cálcio sérico total (corrigido pela albumina, quando baixa) ou cálcio iônico (quando 
disponível); para insuficiência renal, a creatinina (com cálculo de clearance de 
creatinina estimado pela fórmula Cockcroft-Gault [56-58]) ou clearance de creatinina 
(preferível sempre que disponível); e para doença óssea, nosso padrão de avaliação 
foi a radiografia do esqueleto, investigando principalmente crânio, esterno e caixa 
torácica, bacia e ossos longos de braços, antebraços, coxas e pernas. Em todos os 
casos, foram excluídos possíveis diagnósticos alternativos para as alterações 
observadas, como insuficiência renal decorrente de hipertensão arterial crônica ou 
diabetes mellitus, hipercalcemia decorrente de hiperparatiroidismo, lesões ósseas por 
outra neoplasia ou doença metabólica, anemia por outro motivo como carências, entre 
outras causas. 
Os exames laboratoriais essenciais para classificação de risco e de subtipo 
da gamopatia incluíram: dosagem sérica de albumina, dosagem sérica de beta-2-
microglobulina, desidrogenase láctica sérica, dosagem de imunoglobulinas séricas 
(IgG, IgA e IgM), quantificação de proteinúria total em urina coletada em 24 horas, 
eletroforese de proteínas urinárias, relação kappa/lambda em amostra de urina, 
avaliação de doença metabólica prévia (glicemia de jejum e dosagem de 




(ferritina, ferro sérico e saturação de transferrina), sorologias (especialmente HIV, 
hepatite B e hepatite C) e coagulograma completo. 
Todos os participantes foram devidamente esclarecidos sobre os objetivos 
do estudo e concordaram com sua participação, assinando Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido (TCLE). O projeto de pesquisa foi analisado e aprovado pelo 
Comitê de Ética da instituição (CEP/FCM/Unicamp), CAEE número 
“18302113.0.0000.5404”. Os modelos de TCLE utilizados no projeto encontram-se no 
anexo 1 (pacientes) e anexo 2 (controles sadios). 
 
2.3.2. Coleta de dados clínicos 
Os dados clínicos dos pacientes incluídos no estudo foram obtidos a partir 
da revisão de prontuários médicos: nome, sexo, data de nascimento, grupo 
diagnóstico (gamopatia monoclonal de significado incerto / mieloma assintomático; 
mieloma múltiplo; leucemia plasmocitária), classificação de risco de acordo com 
“international staging system” (ISS, Tabela 3), comorbidades inflamatórias prévias, 
antecedente de trombose e medicamentos em uso. Obtivemos também dados de 
nome, sexo e data de nascimento dos doadores do grupo de controles sadios para 
análises. 





2.3.3. Coleta de dados laboratoriais e preparação de amostras de sangue e 
medula óssea 
Todos os pacientes realizaram na mesma data os seguintes exames: 
mielograma, citogenética convencional de medula óssea, biópsia de medula óssea e 
hemograma completo com análise do esfregaço. Além disso, realizamos exames para 
investigação de possíveis lesões de órgão alvo pela gamopatia (ureia, creatinina, 
clearance de creatinina, cálcio sério, fósforo, quantificação de proteinuria em urina de 
24 horas, eletroforese de proteínas urinarias, ferritina, ferro sérico, saturação de 
transferrina), além de exames para avaliação de massa tumoral (porcentagem de 
plasmócitos em medula óssea, pico monoclonal em sangue e/ou urina) e exames de 
estadiamento e prognóstico (desidrogenase láctica, beta-2-microglobulina sérica, 
albumina, presença ou não de imunoparesia). 
Coletamos as amostras de medula óssea em anticoagulante EDTA (ácido 
etilenodiamino tetra-acético). Todas as amostras de medula foram processadas em, 
no máximo, 2 horas. O plasma pobre em plaquetas foi obtido por centrifugação a 
2500g por 15 minutos. Em seguida, o plasma foi separado em alíquotas e congelado 
a -80oC até a execução dos experimentos, sendo descongelado a 37oC por 5 minutos 
no dia do experimento. Células de medula total foram conservadas em reagente 
TRIzol (Invitrogen, Life Technologies, E.U.A.) para extração de RNA e congeladas a -
80oC até a execução dos experimentos. O TRIzol é um reagente que apresenta uma 
solução monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina. Após centrifugação e 
precipitação de 5x106 a 1x107 células, foi adicionado 1mL de TRIzol e a amostra foi 
homogeneizada até que se tornasse fluida. A purificação do RNA se deu segundo o 
protocolo do fabricante e a quantificação do RNA foi realizada por leitura da densidade 
óptica (DO) de uma alíquota da amostra no espectofotômetro NanoDrop (ND-100 
spectrophotometer) com comprimento de onda equivalente a 260nm. Consideramos 
1DO equivalente a 40µg/mL de RNA e a relação entre as leituras realizadas em 260 






2.3.4. Transcrição reversa e expressão gênica por PCR quantitativo em tempo 
real 
O RNA foi extraído através do kit “RNeasy Plus Micro Kit” (Qiagen, 
Valencia, CA, E.U.A.) e submetido a transcrição reversa em DNA complementar 
(cDNA) com o kit “RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis” (MBI Fermentas, 
St. Leon-Rot, Alemanha). A reação de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) foi 
realizada com o mix “SYBR Green Master Mix PCR” (Fermentas), usando um aparelho 
“ABI 7500 Sequence Detection System” (Applied-Biosystem, Foster City, CA, E.U.A.). 
Os valores de expressão gênica relativa foram calculados através da equação 2−ΔΔCT 
[59]. Um controle negativo foi incluído para cada dupla de iniciadores (do inglês 
“primers”) e a especificidade da amplificação foi verificada pela curva de dissociação 
ao final de cada corrida. Iniciadores sense e antissense foram desenhados para serem 
complementares a sequências de pelo menos 2 exons. Em cada placa, 3 réplicas de 
cada amostra foram analisadas. Os iniciadores de cada gene e suas particularidades 




Tabela 4 – Listas de iniciadores de genes de interesse das vias de autofagia e inflamassoma com suas características 
Gene 
Iniciador sense 
Temperatura dissociação / conteúdo GC 
Iniciador antissense 
Temperatura dissociação / conteúdo GC 
Amplicon 
Início - fim  
(número de bases) 
BECN1 5’ ACA AAT CTA AGG AGC TGC CGT TA 3’ 5’ TGC ACA CAG TCC AGG AAA GC 3’ 1193 -1292 (100bp) 
SQSTM1 
5’ TGA GGA ACA GAT GGA GTC GGA TAA 3’ 
60,8oC / 45,8% GC 
5’ GGG ACT GGA GTT CAC CTG TAG ACG 3’ 
64,2oC / 58,3% GC 
1061-1161 (101bp) 
MAP1LC3B 
5’ CAA GGG AAG TGG CTA TCG C 3’ 
58,3oC / 57,9% GC 
5’ GTT CGA AGG TGC GGC GC 3’ 
62,2oC / 70,6% GC 
122-276 (155bp) 
PYCARD 
5’ CTC CTC AGT CGG CAG CCA AG 3’ 
62,9oC / 65% GC 
5’ TGT GAC CCT CGC GAT AAG C 3’ 
59,9oC / 57,9% GC 
394-467 (74bp) 
CASP1 
5’ GCC CAC CAC TGA AAG AGT GA 3’ 
59,9oC / 55% GC 
5’ CAC TTC CTG CCC ACA GAC AT 3’ 
60oC / 55% GC  
1202-1297 (96bp) 
NLRP3 
5’ TGT CCA ATG TCA TAG CCC CG 3’ 
59,8oC / 55% GC 
5’ ACA ACC ACT TCA CGA TGC CA 3’ 
60,2oC / 50% GC 
40-119 (80bp) 
IL1B 
5’ ACC TGA GCA CCT TCT TTC CC 3’ 
59,6oC / 55% GC 
5’ TCG TGC ACA TAA GCC TCG TT 3’ 
60oC / 50% GC 
353-434 (82bp) 
IL18 
5’ TGC ATC AAC TTT GTG GCA ATG A 3’ 
59,6oC / 41% GC 
5’ TCC AGG TTT TCA TCA TCT TCA GC 3’ 





A padronização de concentração dos iniciadores de cada gene foi realizada 
através de uma curva com concentrações crescentes (150nM, 300nM, 400nM, 600nM 
e 800nM). O objetivo foi escolher a menor concentração dos iniciadores que fosse 
capaz de obter o menor ciclo “threshold” (Ct) com o maior delta do controle 
normalizador (ΔRn). Todos os iniciadores tiveram curva de eficiência próximas a 
100%, como exemplificado na Figura 8. 
 
Figura 8 – Curva de padronização de iniciadores. (A) Curvas de amplificação com 
doses crescentes de concentração dos iniciadores para o gene IL18. (B) 
Representação da curva de eficiência dos iniciadores para o gene IL18.  
 
2.3.5. Imuno-histoquímica de biópsias de medula óssea para avaliação de 
componentes da via de autofagia 
As biópsias de medula de pacientes com todos os estágios de gamopatia 
monoclonal, além de controles (biópsias de estadiamento de linfomas localizados 
gástricos, negativas para infiltração neoplásica) foram submetidas a imuno-
histoquímica (IHC) para anticorpos de interesse. Os procedimentos foram realizados 
em colaboração com o Laboratório de investigação em Patologia – Patologia 
Molecular / FCM – CIPED. 
Inicialmente, as biópsias foram desparafinizadas com uso de Xilol I, II e III, 
seguido de lavagens e rehidratação com uso de etanol absoluto e etanol a 80% e a 
50%. Posteriormente, as lâminas foram bloqueadas com peroxidade endógena, 
seguido da fase de recuperação antigênica com uso dos tampões Tris – EDTA (Tris 




determinação da diluição adequada, os anticorpos primários foram incubados por, no 
mínimo, 12 horas à 4oC. Após esse período, foram realizadas lavagens com tampão 
TBST e os anticorpos secundários foram adicionados por 1 hora, novamente seguido 
de lavagem com TBST. A revelação ocorreu com uso de DAB líquido (ab64238, 
Cambridge, MA, E.U.A), seguido de contra-coloração com hematoxilina de Mayer. O 
anticorpo que reconhece LC3A/B (ab128025) foi obtido da Abcam (Cambridge, MA, 
EUA) e o anticorpo que reconhece SQSTM1/P62 (#5114) foi obtido da Cell Signaling 
Technology (Danvers, MA, EUA). 
A análise foi realizada através de imagens de 3 campos aleatórios em 
aumento de 40X, com estimativa visual de porcentagem de células positivas. O 
resultado foi a média aritmética dos 3 campos analisados. 
 
2.3.6. Quantificação de citocinas inflamatórias no microambiente da medula 
óssea 
As amostras de plasma de medula óssea foram descongeladas no dia da 
análise. A quantificação foi feita através da técnica de Bioplex, usando o kit “Bio-Plex 
Pro Human Cytokine 17-plex Assay”. O procedimento de leitura foi realizado conforme 
orientações do fabricante, BioRad (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA) Trata-
se de método totalmente automatizado que envolve tecnologia de múltiplas “beads” 
que permitem a quantificação simultânea de várias citocinas em uma única amostra. 
As citocinas analisadas foram IL1-beta, IL1RA, IL2, IL4, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-15, 
TNF-α, VEGF e INF-gama. 
 
2.3.7. Análise proteica da via de inflamassoma de subpopulações de leucócitos 
 Amostras de sangue periférico de 3 voluntários sadios foram coletadas 
de doadores de sangue do Hemocentro UNICAMP. As amostras foram inicialmente 
submetidas à separação de linfomononucleares com uso do gradiente Ficoll-Hypaque 
(Sigma, St Louis, MO, EUA), sendo, então, separadas em linfócitos e monócitos 
através de colunas de imunoafinidade MIDI-MACS utilizando anticorpos anti-CD3 e 
anti-CD14, respectivamente, de acordo com as instruções do fabricante (Myltenyi 
Biotech, Bergish Gladbach, Alemanha). Os granulócitos foram obtidos da fração 
inferior do gradiente de Ficoll-Hypaque, após a lise das hemácias. Após separadas, 




Ao precipitado celular contendo 5 x 106 a 1 x 107 células foi acrescentado o 
tampão de extração de proteínas contendo 100mM Tris (pH 7,6), 1% Triton X-100, 
150 mM NaCl, 35mg PMSF/mL, 10mM Na3VO4, 10mM Na4P2O7 e 4mM EDTA. As 
amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas. Após 30 
minutos à 4oC, as amostras passaram por centrifugação por 20 minutos para remoção 
de restos celulares. Ao produto do extrato proteico total adicionou-se tampão de 
Laemmli contendo 100mM/L de ditiotreitol e aqueceu-se em banho seco à 94oC por 5 
minutos. Após isso, as amostras foram submetidas à eletroforese ou armazenadas à 
-80 oC. A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida 6,5-15%-SDS-PAGE em 
aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). 
A eletrotransferência das proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose foi 
realizada a 120V (constante) em aparelho de transferência da Bio-Rad. A ligação dos 
anticorpos a proteínas não-específicas foi reduzida por pré-incubação da membrana 
por 1 hora com tampão de bloqueio (5% de leite em pó magro, 10mM/L Tris, 150mM/L 
de NaCl e 0,02% Tween-20) à temperatura ambiente. A membrana foi então incubada 
com anticorpos específicos diluídos em tampão de incubação (3% de leite em pó 
magro, 10mM/L Tris, 150mM/L de NaCl e 0,02% Tween-20) por 12 horas à 4oC. Os 
anticorpos utilizados que reconhecem as proteínas ASC (sc-22514-R) e GAPDH (SC-
32233) foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). O 
anticorpo que reconhece a caspase 1 (#2225) foi obtido da Cell Signaling Technology 
(Danvers, MA, EUA). Após incubação de anticorpos primários, a membrana foi lavada 
por 3 vezes com solução basal TBST (10mM/L Tris, 150mM/L de NaCl e 0,02% 
Tween-20) e submetida à revelação. Brevemente, as membranas foram incubadas 
por 1 hora à temperatura ambiente com anticorpo secundário, conjugado a HRP 
(‘horseradish peroxidase”), lavadas novamente por 3 vezes com TBST e, então, 
submetidas ao substrato da enzima, resultando em produto luminescente detectado 






2.3.8. Análise estatística 
A análise estatística foi realizada através dos programas GraphPad Prism5 
software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, E.U.A.) ou SAS System for 
Windows 9.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, E.U.A.). Os dados estão expressos em 
mediana [mínimo-máximo]. Para comparações, o teste estatístico apropriado foi 
utilizado: Mann–Whitney test, Student's t-test, Kruskal-Wallis ou ANOVA. A 
comparação entre grupos de pacientes foi realizada com análise de t-test e 
covariância (ANCOVA), controlada por sexo e idade, seguido de análise “post-hoc” 
com Tukey test. Todos os experimentos foram repetidos de forma independente, ao 
menos 4 vezes. O modelo de regressão de Cox foi utilizado para estimar sobrevida 
global (SG) e sobrevida livre de eventos (SLE). O processo “stepwise” foi utilizado 
para análises multivariadas. SG é definida como o intervalo (em meses) entre a data 
da coleta da amostra e a data do óbito (quando tiver falecido) ou última consulta 
(quando houver abandonado seguimento, sendo, portanto, censurado). SLE é definida 
como o tempo (em meses) entre a data da coleta da amostra e a data do primeiro 
evento (morte ou progressão) ou última consulta (quando houve abandono de 







2.4.1. Características clínicas dos pacientes 
Foram incluídos em nossa coorte prospectiva: 6 pacientes com gamopatias 
monoclonais iniciais (sendo 3 com gamopatia monoclonal de significado incerto – 
GMSI; e 3 com mieloma múltiplo assintomático – MMA), 43 pacientes com mieloma 
múltiplo (MM) e 6 pacientes com leucemia plasmocitária (LPC). Todos permaneceram 
em seguimento em nosso serviço e o tempo médio de seguimento foi de 20 meses. 
As características clínicas e laboratoriais ao diagnóstico dos pacientes, bem como 
classificação de risco pelo ISS, seguimento médio de cada subgrupo e esquema de 
tratamento realizado na 1ª linha estão demonstrados na Tabela 5. 
Todos os pacientes realizaram tratamento conforme protocolo institucional 
do Hemocentro Unicamp e receberam terapias com combinação de três fármacos 
(“triplets”), que sempre incluíram um alquilante (ciclofosfamida para elegíveis para 
transplante autólogo de células progenitoras hematopoéticas ou melfalano para os 
inelegíveis), corticosteroide (prednisona ou dexametasona) e imunomodulador 
(talidomida). Somente 10 pacientes de nossa coorte com MM e/ou LPC fizeram uso 
de inibidor de proteassoma (bortezomibe) em seu tratamento inicial, devido ao seu 
elevado custo e à sua inacessibilidade em serviços públicos atualmente. A idade 
mediana dos controles saudáveis foi de 46,5 anos com idade mínima de 15 anos e 
máxima de 80 anos. Não observamos diferenças estatísticas quanto a idade e sexo 
entre os controles sadios e os grupos de pacientes. 
A citogenética convencional foi realizada em todos os casos de gamopatias 
monoclonais no exame medular de diagnóstico e apresentaram cariótipo normal 




Tabela 5 – Características clínicas e laboratoriais dos pacientes com gamopatia monoclonal 
PACIENTES GMSI / MMA MM LPC 
Total de casos 6 43 6 
Sexo (Masculino / Feminino) 0 / 6 19 / 24 1 / 5 
Idade (anos), mediana (variação) 61 (56-69) 65 (45-86) 69 (61-84) 
Porcentagem de plasmócitos MO (porcentagem),  
mediana (variação) 7 (1-20) 31 (1-93) 45 (32-95) 
LESÕES DE ORGÂO-ALVO    
Com lesões líticas, número (porcentagem) 0 39 (90%) 4 (67%) 
Insuficiência renal, número (porcentagem) 0 13 (30%) 3 (50%) 
Hipercalcemia, número (porcentagem) 0 5 (12%) 3 (50%) 
Anemia, número (porcentagem) 0 33 (77%) 4 (67%) 
PARAPROTEINA SECRETADA    
IgG kappa / IgG lambda (% IgG secretor) 5 (83%) 16 / 11 (63%) 0 / 0 1 
IgA kappa / IgA lambda (% IgA secretor) 1 (17%) 6 / 4 (23 %) 0 / 1 (17%) 1 




Trombose venosa profunda (porcentagem) 0 2 (5%) 0 
Plasmócitos em sangue periférico > 2% 0 2 (5%) 6 (100%) 
Imunoparesia, número (porcentagem) 2 (33%) 37 (86%) 6 (100%) 
Proteína C reativa elevada (porcentagem) 1 (33%) 16 (52%) 4 (80%) 
Mediana de seguimento (meses) 17 23 3 
ISS    
I 4 (66%) 4 (9%) 0 
II 1 (34%) 17 (40%) 1 (17%) 
III 1 (34%) 22 (51%) 5 (83%) 
LDH elevado, número (porcentagem) 0 2 (5%) 2 (33%) 
Submetidos à TCTH autólogo (porcentagem) NA 12/43 (28%) 1/6 (17%) 
Progressão de doença (porcentagem) 1 (17%) 21 (49%) NA 
Óbito (porcentagem) 0 14 (33%) 6 (100%) 
Abreviações: GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; MMA: mieloma múltiplo assintomático; MM: mieloma múltiplo; LPC: leucemia 
plasmocitária; MO: medula óssea; ISS: “international staging system”; LDH: desidrogenase láctica sérica; TCTH: transplante de células progenitoras 
hematopoéticas autólogas. 




2.4.2. Avaliação de desfecho entre os pacientes com gamopatia monoclonal, de 
acordo com grupo diagnóstico e com o escore prognóstico ISS 
Os pacientes com gamopatias monoclonais foram classificados 
inicialmente nas três categorias diagnósticas: gamopatias precursoras (gamopatia 
monoclonal de significado incerto – GMSI + mieloma múltiplo assintomático – MMA), 
mieloma múltiplo (MM) e leucemia plasmocitária (LPC). Como previsto, essa 
estratificação diagnóstica tem alta capacidade preditora de sobrevida em nossa 
coorte, conforme mostrado na figura 9A. Em seguida, os pacientes foram classificados 
de acordo com a classificação prognóstica ISS e, como observado na Figura 9B, não 
houve diferenças significativas entre os estágios.  
 
Figura 9 – Estimativa de sobrevida global dos pacientes com gamopatia 
monoclonal por grupo diagnóstico e ISS. (A). Os pacientes foram classificados de 
acordo com os grupos diagnósticos de gamopatias precursoras (GMSI + MMA), MM 
e LPC; (B). Estratificação de risco de acordo com o escore prognóstico ISS. 
Abreviações utilizadas: GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; MMA: 
mieloma múltiplo assintomático; MM: mieloma múltiplo; LPC: leucemia plasmocitária; 
ISS: “international staging system”. Teste estatístico utilizado foi “stepwise” seguido 






2.4.3. Avaliação de desfecho entre os pacientes com gamopatia monoclonal, de 
acordo com as variáveis de lesão de órgão-alvo anemia, hipercalcemia e 
insuficiência renal 
Os pacientes foram, então, classificados de acordo com as alterações 
presentes ao diagnóstico referentes a suas lesões de órgãos-alvo. A presença de 
anemia foi definida como hemoglobina ao diagnóstico menor que 10g/dL (ou mais de 
2g/dL abaixo do limite inferior da normalidade). A presença de hipercalcemia foi 
definida por cálcio total corrigido acima de 11mg/dL (ou acima de mais de 1mg/dL do 
limite superior da normalidade). A insuficiência renal foi definida como creatinina 
sérica acima de 2mg/dL ou “clearance de creatinina” abaixo de 40mL/min/1,73m2. 
Como podemos observar na Figura 10, dentre as três variáveis, somente a anemia ao 
diagnóstico teve poder preditor de maior mortalidade em nossa coorte. 
 
 
Figura 10 – Estimativa de sobrevida global dos pacientes com gamopatia 
monoclonal por anemia, hipercalcemia e insuficiência renal. (A). Os pacientes 
foram estratificados de acordo com a presença ou não de anemia ao diagnóstico. (B). 
Os pacientes foram classificados de acordo com a presença ou não de hipercalcemia 
ao diagnóstico. (C). Presença ou não de insuficiência renal ao diagnóstico. Teste 
estatístico utilizado foi “stepwise” seguido de regressão Cox; valores de P indicados 
nas figuras em sua margem inferior direita. HR acima de 1 indica que a presença do 
fator (anemia, hipercalcemia ou insuficiência renal) foram preditores de pior desfecho, 
desde que o intervalo de confiança (CI) não contemple o número 1. Abreviações 





2.4.4. Análise uni e multivariada de variáveis clínicas relacionadas à sobrevida 
livre de eventos dos pacientes com gamopatia monoclonal (GMSI + MM + LPC) 
e somente aqueles com mieloma múltiplo 
A sobrevida livre de eventos (progressão ou óbito) foi analisada no conjunto 
de pacientes com gamopatias monoclonais. Como observamos na Tabela 6, em 
análise multivariada, as variáveis associadas de forma independente a menores 
tempos de SLE foram idade, a presença de trombose venosa profunda e a detecção 
ao diagnóstico de 2% ou mais de plasmócitos em sangue periférico por análise de 
esfregaço sanguíneo corado com Leishman. As variáveis foram analisadas como 
contínuas ou categóricas, conforme descrito na Tabela 6. 
Tabela 6 – Modelo de regressão Cox simples e múltiplo de variáveis clínicas e 
de gene analisados (vias de autofagia e de inflamassoma) para sobrevida livre 
de eventos em pacientes com gamopatias monoclonais (GMSI + MM + LPC). 
Regressão de Cox simples 
Variável      p-valor        HR       IC de 95% da HR   Cat de risco  n  
Idade                0.0313        1.040            1.004    1.077      contínua      55 
Hb                   0.0562        0.832            0.688    1.005      contínua      55 
Leuco(1000un)        0.0373        1.045            1.003    1.090      contínua      55 
Neut                 0.5892        1.000            1.000    1.000      contínua      55 
Linf(100un)          0.0140        1.049            1.010    1.091      contínua      55 
Mono                 0.7937        1.000            0.998    1.001      contínua      54 
Plt                  0.3242        0.998            0.994    1.002      contínua      55 
plasmMO              0.4925        1.006            0.989    1.022      contínua      54 
NLRP3_HPRT           0.9469        0.989            0.715    1.368      contínua      54 
IL1B_HPRT            0.9357        0.998            0.949    1.049      contínua      55 
IL18_HPRT            0.5511        0.852            0.504    1.441      contínua      55 
PYCARD_HPRT          0.3901        1.022            0.973    1.073      contínua      55 
CASP1_HPRT           0.9453        0.999            0.960    1.039      contínua      55 
BECLIN_HPRT          0.3822        1.049            0.942    1.168      contínua      55 
P62_HPRT             0.0895        1.042            0.994    1.093      contínua      55 
LC3B_HPRT            0.4313        0.847            0.559    1.282      contínua      55 
Sexo                 0.1800        1.763            0.770    4.036        F           55 
HbMenor10            0.0331        2.885            1.089    7.645        S           55 
Hipercalcemia        0.1921        1.943            0.716    5.270      S             55 




ProteinuriaMaior500  0.8135        0.906            0.399    2.059      S             49 
DoencaOssea          0.7371        1.233            0.363    4.195      S             52 
Imunoparesia         0.3265        1.827            0.548    6.095      S             54 
Trombose             0.5710        1.520            0.357    6.466      S             55 
LDH                  0.4952        1.531            0.450    5.207      S             45 
betaMaior055         0.9176        1.042            0.481    2.256      S             54 
plasmocitoSPMaior2   <.0001        7.602            2.860   20.209      S             51 
ISS                  0.7265        1.239            0.373    4.120      2             54 
ISS                  0.7532        1.195            0.393    3.636      3 
DS                   0.4433        1.437            0.569    3.631      B             52 
Regressão de Cox múltipla (N=34) 
Variável      p-valor        HR       IC de 95% da HR   Cat de risco 
Idade                 0.0115         1.087           1.019    1.159   contínua 
Trombose              0.0108        35.194           2.278  543.858      S 
plasmocitoSPMaior2    0.0031        14.404           2.457   84.430      S 
 
Quando analisamos somente os pacientes com mieloma múltiplo, como 
observado na Tabela 7, a única variável independente associada a pior desfecho foi 
a detecção de 2% ou mais de plasmócitos em sangue periférico ao diagnóstico. As 
variáveis foram analisadas como contínuas ou categóricas, conforme descrito na 
tabela. A Figura 11 demonstra as curvas de Kaplan Meier com a estratificação 




Tabela 7 – Modelo de regressão Cox simples e múltiplo de variáveis clínicas e 
de gene analisados (vias de autofagia e de inflamassoma) para sobrevida livre 
de eventos em pacientes com mieloma múltiplo. 
Regressão de Cox simples 
Variável      p-valor        HR       IC de 95% da HR   Cat de risco  n  
Idade                0.0838         1.036           0.995   1.078      contínua      43 
Hb                   0.2061         0.872           0.706   1.078      contínua      43 
Leuco(1000un)        0.8204         1.000           1.000   1.000      contínua      43 
Neut(100un)          0.9270         1.000           1.000   1.000      contínua      43 
Linf(100un)          0.3091         1.000           1.000   1.001      contínua      43 
Mono                 0.9800         1.000           0.998   1.002      contínua      43 
Plt                  0.9136         1.000           0.995   1.004      contínua      43 
plasmMO              0.6096         0.995           0.975   1.015      contínua      42 
NLRP3_HPRT           0.1867         1.278           0.888   1.841      contínua      42 
IL1B_HPRT            0.8103         1.006           0.957   1.057      contínua      43 
IL18_HPRT            0.9747         1.007           0.642   1.580      contínua      43 
PYCARD_HPRT          0.2301         1.038           0.977   1.103      contínua      43 
CASP1_HPRT           0.9752         1.001           0.956   1.048      contínua      43 
BECLIN_HPRT          0.8401         1.019           0.847   1.227      contínua      43 
P62_HPRT             0.1986         1.047           0.976   1.122      contínua      43 
LC3B_HPRT            0.5175         0.860           0.545   1.357      contínua      43 
Sexo                 0.2741         1.671           0.666   4.195        F           43 
HbMenor10            0.0373         4.754           1.096  20.617        S           43 
Hipercalcemia        0.9100         1.089           0.247   4.803        S           43 
InsufRenal           0.9155         0.949           0.363   2.481        S           43 
ProteinuriaMaior500  0.5152         0.735           0.291   1.856        S           39 
DoencaOssea          0.5160         0.610           0.138   2.707        S           42 
Imunoparesia         0.5851         1.504           0.348   6.504        S           43 
Trombose             0.4265         1.815           0.418   7.885        S           43 
LDH                  0.7382         0.707           0.093   5.400        S           35 
betaMaior055         0.7356         0.859           0.357   2.070        S           43 
plasmocitoSPMaior2   0.0466        10.122           1.035  98.978        S           41 
ISS                  0.9669         1.029           0.265   4.004        2           43 
ISS                  0.8425         0.877           0.240   3.204        3 
DS                   0.5503         1.367           0.490   3.810        B             42 




Variável      p-valor        HR       IC de 95% da HR   Cat de risco 




Figura 11 – Estimativa de sobrevida livre de eventos dos pacientes com 
gamopatia monoclonal, de acordo com a presença ou não de mais de 2% de 
plasmócitos em sangue periférico ao diagnóstico. (A). Pacientes agrupados com 
todas as gamopatias monoclonais estudadas (GMSI + MM + LPC). (B). Somente 
pacientes com mieloma múltiplo. Os valores de P significativos estão determinados 
na figura. Abreviações utilizadas: GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; 
MM: mieloma múltiplo; LPC: leucemia plasmocitária. 
 
2.4.5. Análise uni e multivariada de variáveis clínicas relacionadas à sobrevida 
global de todos os pacientes com gamopatia monoclonal (GMSI + MM + LPC) e 
daqueles com mieloma múltiplo 
Tendo como desfecho o tempo de sobrevida global, novamente agrupamos 
os pacientes como gamopatias monoclonais como apresentado na Tabela 8, ou 
somente os pacientes com mieloma múltiplo (Tabela 9). Em ambos os casos, houve 
um papel independente da presença de 2% ou mais de plasmócitos no sangue 




Tabela 8 – Modelo de regressão Cox simples e múltiplo de variáveis clínicas e 
de gene analisados (vias de autofagia e de inflamassoma) para sobrevida global 
em pacientes com gamopatias monoclonais (GMSI + MM + LPC). 
Regressão de Cox simples 
Variável      p-valor        HR       IC de 95% da HR   Cat de risco  n  
Idade                0.1541        1.029             0.989    1.071      contínua      55 
Hb                   0.0604        0.790             0.618    1.010      contínua      55 
Leuco(1000un)        0.0024        1.064             1.022    1.108      contínua      55 
Neut(100un)          0.0480        1.014             1.000    1.027      contínua      55 
Linf(100un)          0.0071        1.057             1.015    1.100      contínua      55 
Mono                 0.5184        1.001             0.999    1.002      contínua      54 
Plt                  0.3885        0.998             0.994    1.002      contínua      55 
plasmMO              0.5217        1.006             0.987    1.026      contínua      54 
NLRP3_HPRT           0.9642        0.991             0.679    1.447      contínua      54 
IL1B_HPRT            0.6257        0.983             0.918    1.053      contínua      55 
IL18_HPRT            0.7580        0.920             0.541    1.564      contínua      55 
PYCARD_HPRT          0.1265        1.040             0.989    1.093      contínua      55 
CASP1_HPRT           0.4289        1.014             0.979    1.051      contínua      55 
BECLIN_HPRT          0.2549        1.070             0.953    1.201      contínua      55 
P62_HPRT             0.0460        1.055             1.001    1.112      contínua      55 
LC3B_HPRT            0.5594        0.868             0.540    1.396      contínua      55 
Sexo                 0.3271        1.614             0.619    4.207      F             55 
HbMenor10            0.0560        3.316             0.970   11.340      S             55 
Hipercalcemia        0.0689        2.658             0.927    7.620      S             55 
InsufRenal           0.1025        2.096             0.862    5.094      S             55 
ProteinuriaMaior500  0.8202        1.122             0.416    3.023      S             49 
DoencaOssea          (nenhum vivo sem doença óssea)                      S             52 
Imunoparesia         0.3474        2.020             0.466    8.760      S             54 
Trombose             0.3199        2.110             0.484    9.194      S             55 
LDH                  0.1234        2.733             0.761    9.820      S             45 
betaMaior055         0.1767        1.950             0.740    5.140      S             54 
plasmocitoSPMaior2   <.0001        10.441            3.561   30.614      S             51 
ISS                  0.3498        2.787             0.325   23.893      2             54 
ISS                  0.1678        4.188             0.547   32.057      3 
DS                   0.1019        2.300             0.848    6.238      B             52 




Variável      p-valor        HR       IC de 95% da HR   Cat de risco 
plasmocitoSPMaior2    0.0006       24.083             3.879  149.527      S  
 
Tabela 9 – Modelo de regressão Cox simples e múltiplo de variáveis clínicas e 
de gene analisados (vias de autofagia e de inflamassoma) para sobrevida global 
em pacientes com mieloma múltiplo. 
Regressão de Cox simples 
Variável      p-valor        HR       IC de 95% da HR   Cat de risco  n  
Idade                0.5115         1.015           0.971   1.061      contínua      43 
Hb                   0.3437         0.882           0.679   1.144      contínua      43 
Leuco(1000un)        0.1249         1.000           1.000   1.000      contínua      43 
Neut(100un)          0.2283         1.000           1.000   1.000      contínua      43 
Linf(100un)          0.2971         1.000           1.000   1.001      contínua      43 
Mono                 0.3423         1.001           0.999   1.002      contínua      43 
Plt                  0.6022         1.001           0.996   1.006      contínua      43 
plasmMO              0.3352         0.988           0.963   1.013      contínua      42 
NLRP3_HPRT           0.3772         1.210           0.792   1.849      contínua      42 
IL1B_HPRT            0.8314         0.993           0.926   1.063      contínua      43 
IL18_HPRT            0.5667         1.124           0.754   1.674      contínua      43 
PYCARD_HPRT          0.0974         1.054           0.990   1.123      contínua      43 
CASP1_HPRT           0.4384         1.016           0.976   1.059      contínua      43 
BECLIN_HPRT          0.8887         1.016           0.816   1.264      contínua      43 
P62_HPRT             0.2324         1.052           0.968   1.143      contínua      43 
LC3B_HPRT            0.5909         0.862           0.501   1.482      contínua      43 
Sexo                 0.4552         1.518           0.508   4.537      F             43 
HbMenor10            0.0951         5.666           0.739  43.431      S             43 
Hipercalcemia        0.5590         1.583           0.339   7.386      S             43 
InsufRenal           0.3814         1.609           0.555   4.670      S             43 
ProteinuriaMaior500  0.6080         0.742           0.238   2.316      S             39 
DoencaOssea           
Imunoparesia         0.9570         0.960           0.214   4.302      S             43 
Trombose             0.1960         2.712           0.598  12.308      S             43 
LDH                  0.7487         1.406           0.175  11.323      S             35 
betaMaior055         0.4640         1.505           0.504   4.501      S             43 
plasmocitoSPMaior2   0.0466        10.122           1.035  98.978      S             41 




ISS                  0.5349         1.925           0.243  15.249      3 
DS                   0.1388         2.331           0.760   7.152      B             42 
Regressão de Cox múltipla (N=29) 
Variável      p-valor        HR       IC de 95% da HR   Cat de risco 
plasmocitoSPMaior2    0.0198        26.981            1.687  431.572      S  
 
 
Figura 12 – Estimativa de sobrevida global dos pacientes com gamopatia 
monoclonal, de acordo com a presença ou não de mais de 2% de plasmócitos 
em sangue periférico. (A). Pacientes agrupados em todos as gamopatias 
monoclonais estudadas (GMSI + MM + LPC). (B). Somente pacientes com mieloma 
múltiplo. Os valores de P significativos estão determinados na figura. Abreviações 
utilizadas: GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; MM: mieloma múltiplo; 
LPC: leucemia plasmocitária. 
 
2.4.6. Expressão gênica relativa de reguladores da via de autofagia 
O próximo passo foi a avaliação dos genes reguladores da via de autofagia: 
BECN1 (que codifica a proteína beclina 1), SQSTM1 (que codifica a proteína P62) e 
MAP1LC3B (que codifica a proteína LC3A/B). Como podemos observar na Figura 13, 
os genes BECN1 e SQSTM1 foram hiperexpressos em pacientes com MM e com LPC 
(Figuras 13A e 13B, respectivamente), ao passo que o gene MAP1LC3B não foi 
diferentemente expresso quando comparamos os controles sadios e os grupos de 





Figura 13 – Expressão gênica relativa dos reguladores da via de autofagia em 
pacientes com gamopatias monoclonais. (A). BECN1, (B). SQSTM1, (C). 
MAP1LC3B. Em todos os casos o gene endógeno utilizado para comparação foi 
HPRT. Abreviações utilizadas: GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; 
MMA: mieloma múltiplo assintomático; MM: mieloma múltiplo; LPC: leucemia 
plasmocitária. Teste estatístico utilizado foi Kruskal-Wallis; valores de P significativos 
e número de casos em cada grupo estão indicados na figura. Valores de P ≤ 0,05 
foram considerados estatisticamente significativos. 
 
2.4.7. Expressão proteica de LC3A/B e SQSTM1/P62 em biópsias de medula de 
pacientes com gamopatias monoclonais 
Biópsias de pacientes em todos os estágios de gamopatias monoclonais, 
bem como de controles saudáveis (pacientes em estadiamento de linfoma B de baixo 
grau, sem infiltração medular) foram analisados por imuno-histoquímica para a 
proteína LC3A/B e SQSTM1/P62. Como demonstrado na Figura 14, houve aumento 
significativo da proteína LC3A/B nos pacientes com gamopatias monoclonais. 
Interessantemente, ao realizarmos teste de correlação Spearman entre a 
porcentagem de positividade da IHC e a porcentagem de plasmócitos na mesma data 
(considerando o maior valor entre a estimativa de infiltração na biópsia e no 
mielograma), houve correlação positiva entre a porcentagem de plasmócitos e a 
positividade para LC3A/B, como mostrado na Figura 14C. Dessa forma, podemos 
inferir que a atividade autofágica predominante na medula óssea dos pacientes com 
gamopatia ocorre preferencialmente na célula neoplásica, ao invés do microambiente. 
Por outro lado, embora também houve aumento de SQSTM1/P62 nas gamopatias 
monoclonais, não houve relação com a porcentagem de plasmócitos na medula 





Figura 14 – Avaliação da expressão proteica de LC3A/B em biópsias de medula óssea de pacientes com gamopatias 
monoclonais por imuno-histoquímica. (A). Figuras demonstrativas de porcentagem de células positivas para LC3A/B em cada grupo 
analisado. (B). Análise de acordo com a porcentagem de positividade para LC3A/B, mostrando significativo aumento em MM e LPC. 
(C). Correlação por Spearman entre a porcentagem de células LC3+ e a porcentagem de plasmócitos. Abreviações utilizadas: GMSI: 
gamopatia monoclonal de significado incerto; MM: mieloma múltiplo; LPC: leucemia plasmocitária. Teste estatístico utilizado foi Mann 





Figura 15 – Avaliação da expressão proteica de SQSTM1/P62 em biópsias de medula óssea de pacientes com gamopatias 
monoclonais por imuno-histoquímica. (A). Figuras demonstrativas de porcentagem de células positivas para SQSTM1/P62 em cada 
grupo analisado. (B). Análise de acordo com a porcentagem de positividade para SQSTM1/P62, mostrando significativo aumento em 
GMSI e MM. (C). Correlação por Spearman entre a porcentagem de células SQSTM1/P62+ e a porcentagem de plasmócitos. 
Abreviações utilizadas: GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; MM: mieloma múltiplo; LPC: leucemia plasmocitária. Teste 





2.4.8. Expressão gênica relativa de reguladores da via de inflamassoma 
Avaliamos a expressão gênica relativa dos reguladores essenciais da via 
de inflamassoma: CASP1 (que codifica a proteína caspase 1), PYCARD (que codifica 
a proteína ASC) e NLRP3 (que codifica a proteína de mesmo nome). Além disso, 
realizamos as expressões gênicas das citocinas da via IL1B (que origina a citocina 
IL1-beta) e o gene IL18 (que codifica a citocina de mesmo nome), como demonstrado 
na Figura 16. Os genes CASP1 e PYCARD foram hiperexpressos em pacientes com 
GMSI/MMA e MM (Figuras 16A e 16B, respectivamente), ao passo que o gene NLRP3 
não foi diferentemente expresso quando comparamos os controles sadios e os grupos 
de pacientes (Figura 16C). IL1B teve expressão gênica relativa aumentada em MM 
(Figura 16D) e o gene IL18 foi hipoexpresso em LPC (Figura 16E). 
 
2.4.9. Correlação entre expressão de reguladores da via de inflamassoma e da 
via de autofagia e resposta clínica ao tratamento quimioterápico utilizado 
Todos os pacientes de nossa coorte foram uniformemente tratados com 
combinação de 3 drogas, contendo corticoide, alquilante e a talidomida. Ao final do 
tratamento (6-8 ciclos de tratamento), avaliamos a resposta terapêutica, de acordo 
com os critérios de avaliação de resposta estabelecidos pelo grupo internacional 
IMWG (do inglês “International Myeloma Working Group”) [60]. Os critérios estão 
especificados no Anexo 5. Os pacientes foram classificados em dois grupos: aqueles 
que não responderam ao tratamento, apresentando doença estável ao final do 
tratamento (ou seja, que foram resistentes à combinação de 3 medicamentos 
contendo talidomida) e aqueles com alguma resposta ao tratamento realizado, 
agrupados em resposta parcial ou melhor (ou seja, que obtiveram, pelo menos, 
resposta parcial). 
Como observamos na Figura 17, somente o gene NLRP3 teve papel 
preditor de resposta ao tratamento, mostrando que pacientes com maior atividade do 
sensor NLRP3 apresentam melhor resposta clínica. Os demais genes estudados não 






Figura 16 – Expressão gênica relativa dos reguladores da via de inflamasoma em pacientes com gamopatias monoclonais. (A) 
CASP1, (B) PYCARD, (C) NLRP3, (D) IL1B e (E) IL18. Em todos os casos, o gene endógeno utilizado para comparação foi HPRT. 
Abreviações utilizadas: GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; MMA: mieloma múltiplo assintomático; MM: mieloma 
múltiplo; LPC: leucemia plasmocitária. Teste estatístico utilizado foi Kruskal-Wallis; valores de P significativos estão indicados nas 






Figura 17 – Expressão gênica relativa dos reguladores da via de inflamasoma e de autofagia, de acordo com a resposta clínica 
dos pacientes com mieloma múltiplo. (A). Expressão gênica relativa do gene NLRP3, nos pacientes categorizados de acordo com a 
resistência ao tratamento (doença estável) ou não (resposta parcial ou melhor), mostrando que a sua hiperexpressão foi preditor de 
melhores respostas clínicas. (B). Expressão relativa dos demais genes reguladores da via de inflamassoma e de autofagia, de acordo 
com a resposta clínica, mostrando que nenhum deles foi preditor de resposta clínica. A resposta clínica foi analisada de acordo critérios 
IMWG [60]. Teste estatístico utilizado foi Mann-Whitney; valores de P significativos estão indicados nas figuras. Valores de P ≤ 0,05 




2.4.10. Expressão proteica de componentes da via de inflamassoma em 
subpopulações de leucócitos 
 Com o objetivo de melhor caracterizar a célula que estaria expressando 
em maior quantidade os componentes da via de inflamassoma nos pacientes com 
gamopatias, obtivemos amostras de sangue periférico de 3 doadores de sangue para 
separação de subpopulações dos leucócitos, a saber: linfócitos, monócitos e 
granulócitos. Como observamos na figura 18, ASC é fortemente expressa em 
monócitos, enquanto caspase-1 é mais expressa em monócitos, embora a forma ativa 
p20 seja mais expressa em granulócitos. 
 
Figura 18 – Análise proteica de mediadores ASC e caspase 1 em leucócitos 
totais e subpopulações. Como observado na figura, as proteínas ASC e caspase 1 
apresentaram elevada expressão em monócitos e granulócitos de doadores 
saudáveis, enquanto linfócitos tiveram expressão reduzida ou ausente. As proteínas 
analisadas e seus respectivos pesos moleculares estão indicados na figura. Os 
doadores estão identificados pelos códigos numéricos 1, 2 e 3. 
 
2.4.11. Dosagem da citocina IL1-beta em amostras de medula óssea de 
pacientes com gamopatias monoclonais ao diagnóstico 
Plasma proveniente da medula óssea diagnóstica de 4 controles saudáveis, 
3 pacientes com GMSI / MMA, 21 pacientes com mieloma múltiplo e 2 pacientes com 
LPC foram coletados. Como demonstrado na Figura 19, houve um aumento marginal 





Figura 19 – Dosagens da citocina IL1-beta em plasma proveniente de medula 
óssea de controles saudáveis e do diagnóstico de gamopatias monoclonais. 
Houve um aumento marginal da quantidade de citocina IL1-beta no plasma 
proveniente da medula óssea de pacientes com mieloma múltiplo Teste estatístico 
utilizado foi Kruskal-Wallis; valores de P estão indicados na figura. 
 
2.4.11. Dosagem de painel de citocinas pró e anti-inflamatórias em medulas 
diagnósticas de pacientes com gamopatias monoclonais 
Outras citocinas foram quantificadas no plasma proveniente das medulas 
diagnósticas de gamopatias monoclonais e de controles saudáveis, como 
especificado na Figura 20. Destacamos a maior quantidade de citocinas IL2 e IL4 no 
MM comparado com LPC, bem como a maior quantidade de IL6 na medula de MM 
comparado a controles saudáveis (figura 20B). Além disso, observamos um aumento 






Figura 20 – Dosagens da citocinas em plasma proveniente de medula óssea de controles saudáveis e pacientes com 
gamopatias monoclonais. (A). Dosagens de IL1RA e IL8 nos grupos controles saudáveis, GMSI / MMA, MM e LPC. (B). Dosagens 
de IL2, IL4 e IL6 nos mesmos grupos. (C). Dosagens de TNF-α, VEGF e IFN-gama na medula dos grupos analisados. (D). Dosagens 
de IL9, IL10 e IL15. Teste estatístico utilizado foi Kruskal-Wallis; valores de P significativos estão sinalizados. Abreviações utilizadas: 
GMSI: gamopatia monoclonal de significado incerto; MMA: mieloma assintomático; MM: mieloma múltiplo; LPC: leucemia plasmocitária. 





Nosso trabalho em gamopatias monoclonais, embora com poucos casos 
e com tempo de acompanhamento mediano de apenas 2 anos, foi capaz de detectar 
novos marcadores clínicos e laboratoriais de pior desfecho clínico, como a anemia e 
a presença de plasmócitos em sangue periférico.  
A presença de anemia é uma das lesões de órgão-alvo mais comuns da 
doença [61] e foi encontrada em 77% dos pacientes com MM em nossa casuística. 
Porém, poucos estudos mostram a importância prognóstica dessa alteração. 
Iriuchishima H e colaboradores [62], analisando variáveis prognósticas em coorte de 
pacientes japoneses, demonstrou que, em pacientes tratados com novos agentes 
(talidomida, lenalidomida e/ou bortezomibe), o ISS não apresentou impacto 
prognóstico, ao passo que a presença de anemia ou plasmocitoma foram preditores 
de desfecho, de modo similar aos nossos resultados. 
De fato, o sistema prognóstico ISS foi desenvolvido há mais de 10 anos, 
utilizando pacientes que não foram tratados com imunomoduladores (talidomida e/ou 
lenalidomida) ou inibidores de proteassoma (bortezomibe), e necessita de 
atualizações e melhorias. Moreau P e colaboradores [63] identificaram a combinação 
de ISS III, elevação de desidrogenase láctica e citogenética de alto risco (del(17p13) 
e/ou t(4;14) como fortes preditores de pior desfecho na doença. Recentemente, o 
próprio ISS foi revisado com a incorporação da citogenética de alto risco e a elevação 
da desidrogenase láctica como outras variáveis de impacto prognóstico independente 
[64]. 
A leucemia plasmocitária é uma doença biologicamente mais avançada, 
sem dependência do microambiente medular, com prognóstico muito ruim e sobrevida 
estimada de menos de 1 ano, mesmo com uso de tratamentos atuais mais potentes 
[13, 65-68]. Estudos recentes de grupos de diversos países mostram que a presença 
de plasmócitos neoplásicos no sangue periférico confere um prognóstico tão ruim 
quanto à leucemia plasmocitária [69, 70].  
Em nosso estudo, utilizamos os mesmos critérios do estudo de An G e 
colaboradores [69] que, em uma coorte de 767 pacientes com mieloma múltiplo, 
demonstraram o papel prognóstico desfavorável da presença de 2% ou mais de 
plasmócitos em 100 células nucleadas de esfregaços de sangue periférico. Mesmo 




fator independente de piores desfechos clínicos, tanto para sobrevida livre de eventos 
quanto para sobrevida global dos pacientes. 
O papel da via de autofagia nas gamopatias monoclonais ainda é uma área 
pouco estudada e de potencial papel terapêutico. Recentemente, Pengo N e 
colaboradores [20] identificaram que a autofagia é fundamental e está presente em 
grande quantidade em plasmócitos em diferenciação e também nos plasmócitos de 
memória. No estudo, os plasmócitos em diferenciação provenientes de camundongos 
nocaute para ATG5 apresentaram expansão do retículo endoplasmático e maior 
estresse na sua sinalização. Esses fenômenos ativaram a apoptose celular, 
comprovando um papel citoprotetor da autofagia na diferenciação fisiológica do 
plasmócito e garantindo sua viabilidade, mesmo na sua típica situação de alto 
estresse proteico intracelular. 
O aumento da expressão gênica e proteica de mediadores de autofagia 
está presente em todos os estágios das gamopatias monoclonais e, 
interessantemente, observamos uma relação direta entre a atividade autofágica e o 
grau de infiltração por plasmócitos na medula óssea. Estudos clínicos iniciais (fase 1) 
já abordam o potencial da associação de medicamentos inibidores das duas principais 
vias de degradação proteica: inibidores de proteassoma (bortezomibe) e inibidores de 
autofagia (cloroquina), com resposta clínica em cerca de 1/3 de pacientes com doença 
recidivada ou refratária [71]. Biologicamente, linhagens de mieloma apresentam alto 
fluxo autofágico, com aumento de 5 a 50 vezes na atividade da via do que linhagens 
de linfoma [21]. Uma importante publicação recente mostra que a proteina 
SQSTM1/P62 tem papel central no clearance autofágico de proteínas ubiquitinadas 
em células de mieloma múltiplo, de modo que sua inibição tem efeito sinérgico com 
os inibidores de proteassoma. Além disso, a agregação intracelular de SQSTM1 
protege a célula da quimioterapia [21]. 
A relação entre autofagia e câncer é multifacetada e complexa. Mutações 
com perda de função de genes dessa via têm sido associadas à tumorigênese, o que 
demonstra que ela é supressora tumoral em condições fisiológicas. A autofagia exerce 
seu papel através de redução de inflamação, de necrose e do potencial acúmulo de 
agregados proteicos ou espécies reativas de oxigênio em células e tecidos. Por outro 
lado, em células tumorais, devido ao seu crescimento desordenado, há maior estresse 




consequentemente, maior dependência de algumas vias adaptativas, como a 
autofagia. 
Jung G e colaboradores [72], através da análise retrospectiva de 89 casos 
de mieloma provenientes da Coréia do Sul, detectaram também aumento das 
proteínas beclina-1 e LC3 em biópsias diagnósticas de pacientes com MM por imuno-
histoquímica. Interessantemente, em sua coorte, a reatividade mais forte, tanto para 
beclina-1 quanto LC3, foram preditores de maior sobrevida global, com a marcação 
para LC3 permanecendo como fator independente de prognóstico após análise 
multivariada. Esse estudo comprova o papel duplo da autofagia na biologia dessas 
doenças, podendo tanto atuar para proteger a neoplasia durante a quimioterapia, 
quanto para indicar doença biologicamente menos agressiva e com melhor 
prognóstico [20]. 
A relação entre a inflamação crônica e o desenvolvimento e a propagação 
de gamopatias monoclonais ainda é pouco estudada e compreendida. Embora a 
interleucina 6 seja fundamental para a proliferação de plasmócitos neoplásicos em 
cultura celular e importante para ativação da via STAT3 [73], um estudo clínico recente 
de fase 2 com uso combinado de bortezomibe e anticorpo monoclonal anti-IL6 não 
mostrou benefício no tratamento da doença [74]. Células imunossupressoras 
reguladas pela via IL6-STAT3 (como as células mieloides-derivadas supressoras) têm 
crescente importância no microambiente medular da neoplasia [75], além de outras 
células, como células T regulatórias, osteoblastos, osteoclastos e células endoteliais 
[76]. 
A via de inflamassoma é outra via adaptativa importante e tem seu papel 
como regulador central da resposta imune inata. Os mediadores da via são 
particularmente expressos, entre as células hematológicas, em monócitos, 
macrófagos e granulócitos. Há, de fato, uma crescente relação entre inflamação 
crônica e o desenvolvimento e a propagação de neoplasias, porém a relação da via 
de inflamassoma com o surgimento e propagação das neoplasias hematológicas da 
medula óssea ainda é, em grande parte dos casos, desconhecida.  
Nosso estudo demonstra um aumento de citocinas pró-inflamatórias, 
inclusive a citocina IL-1-beta (principal reguladora da via), além de aumento de 
expressão gênica relativa dos principais mediadores da via de inflamassoma. Embora 
não seja diferentemente expresso nos pacientes quando comparados aos controles 




diagnóstica dos pacientes, foi capaz de prever um melhor desfecho clínico: pacientes 
com respostas clínicas objetivamente melhores (pelo menor com resposta parcial) 
foram aqueles que apresentavam níveis de expressão gênica de NLRP3 mais 
elevados na medula diagnóstica. O único estudo publicado sobre inflamassoma em 
mieloma mostra uma diminuição de expressão gênica de NLRP3 e CASP1, mas, 
paradoxalmente, um aumento das citocinas da via [77]. 
Semelhante à autofagia, o papel da via de inflamassoma na tumorigênese 
é complexo e mal / pouco compreendido. Aparentemente, o aumento de sua atividade 
cria alças de retroalimentação, capazes de sustentar a célula tumoral na fase medular 
da doença. Entretanto, à medida que ocorre a evolução clonal e seleção de clones 
mais aptos, nossos resultados mostram que a ativação da via de inflamassoma e a 
própria inflamação medular deixam de ter importância nas fases finais da doença, 
como na leucemia plasmocitária. As Figuras 21 e 22 mostram modelos do que nossos 
resultados sugerem como fenômenos relevantes no microambiente medular das 
gamopatias monoclonais. 
Em conjunto, nossos resultados demonstram que outras variáveis 
prognósticas novas e pouco exploradas têm importância prognóstica para as 
gamopatias monoclonais, como a presença de anemia ou plasmócitos circulantes em 
sangue periférico ao diagnóstico. Além disso, observamos uma desregulação da via 
de autofagia, com ativação de seus mediadores gênicos e proteicos, de modo 
proporcional à infiltração plasmocitária. Finalmente, a via de inflamassoma está ativa 
(com, pelo menos, sinal tipo 1 de “priming”) nas fases medulares das gamopatias, 
possivelmente nas células estromais e fagócitos do microambiente medular, de modo 
a estimular a via NFκB nos plasmócitos tumorais. Entretanto, essa hipótese precisa 
ser comprovada com estudos funcionais celulares e modelos animais e, neste 
momento, a relação entre inflamassoma e gamopatias monoclonais ainda é, em 





Figura 21 – Modelo esquemático da relação entre plasmócitos e fagócitos no 
microambiente medular. Os plasmócitos neoplásicos no nicho secretam citocinas 
pró-inflamatórias (principalmente IL6, IL4 e TNFα) através de sua ativação constitutiva 
da via NFκB. Essas citocinas, juntamente com sinais de perigo no microambiente 
(talvez ATP ?) são capazes de ativar a via de inflamassoma em fagócitos, que passam 
a secretar a citocina IL1-beta, que é capaz de também ativar a via de inflamassoma, 
ao mesmo tempo que retroalimenta positivamente a via NFκB. Dessa forma, 
acreditamos que essa relação “inflamatória” entre as duas células favorece a 
neoplasia, promovendo e colaborando para sua expansão e evolução clonal. 
 
Figura 22 – Papel da inflamação, inflamassoma e autofagia de acordo com fase 
de evolução clonal das gamopatias monoclonais. Enquanto a autofagia tem papel 
relevante em todas as fases das gamopatias monoclonais, a inflamação e a via de 
inflamassoma parece relevante nas fases medulares das gamopatias, especialmente 
na fase de mieloma múltiplo. Entretanto, no estágio de leucemia plasmocitária, a 
inflamação e a via de inflamassoma deixam de ter importância, provavelmente devido 




3. Subprojeto 2 – Importância biológica dos dois transcritos da 
proteína contendo domínio bromo, BRD4, nas síndromes 
mielodisplásicas e leucemia mieloide aguda 
3.1. Introdução 
3.1.1. Clínica, fases biológicas da doença e estratificação de risco das 
síndromes mielodisplásicas (SMD) 
As síndromes mielodisplásicas (SMD) são doenças clonais da célula 
progenitora hematopoética, caracterizadas por hematopoese ineficaz, citopenias e 
maior incidência de progressão para leucemia mieloide aguda (LMA) [78]. A SMD é 
uma neoplasia mieloide comum, com incidência de 4 casos / 100 mil habitantes 
(atingindo 40-50 / 100 mil entre pessoas com mais de 70 anos). A mediana de idade 
é de 65-70 anos, menos de 10% dos casos têm idade inferior a 50 anos e não há 
diferenças étnicas conhecidas para essa síndrome [79]. 
Os fatores causais para SMD são amplamente desconhecidos. Em 
pacientes mais jovens, devido à menor probabilidade diagnóstica, deve-se investigar 
exaustivamente diagnósticos alternativos, como carências ou alterações imunológicas 
transitórias. Caso nenhum fator reversível seja detectado, a causa mais provável é 
predisposição hereditária e a investigação familiar é indicada. Em idosos, as causas 
mais comuns são mutações somáticas adquiridas na célula progenitora 
hematopoética e alguns fatores epidemiológicos predisponentes já são conhecidos, 
tais como o uso prévio de quimioterapia [80-82] e/ou radioterapia [83, 84], o tabagismo 
[85], a exposição a benzeno e seus derivados [86, 87], dentre outras causas.  
O nome síndrome já demonstra que há de fato várias doenças 
biologicamente distintas dentro das SMDs. Técnicas genéticas e de biologia 
molecular, que variam desde a citogenética convencional até o atual sequenciamento 
gênico de alta performance, permitem identificar alguns subtipos da doença com 
prognóstico e, mesmo tratamento, distintos [9, 88]. Interessantemente, as novas 
mutações identificadas ocorrem de modo recorrente em algumas proteínas envolvidas 
na regulação de processos celulares, como regulação epigenética ou a regulação de 





Figura 23 – Espectro mutacional das síndromes mielodisplásicas (SMD). Embora 
multifatorial, cerca de 50% das SMDs apresentam mutação em fatores reguladores 
da clivagem do RNA, bem como em fatores reguladores epigenéticos, como 
demonstrado na figura. Outras mutações, como TP53 e fatores de transcrição, 
também podem estar presentes, embora em menor proporção dos casos. Modificado 
de Bejar, Rafael, and David P. Steensma. "Recent developments in myelodysplastic 
syndromes." Blood 124.18 (2014): 2793-2803 [90]. 
 
As células neoplásicas das SMDs apresentam metilação aberrante em 
regiões promotoras de genes supressores tumorais e essa anormalidade tem sido 
detectada mesmo nas células mais imaturas e progenitoras [8, 89]. A única 
modalidade de tratamento com intenção curativa para a doença é o transplante de 
células progenitoras hematopoéticas alogênico, que, embora eficaz, ainda apresenta 
toxicidades excessivas para este grupo de pacientes geralmente geriátricos. 
Melhorias recentes no procedimento, entretanto, como os condicionamentos de 
intensidade reduzida, tornaram esse tratamento mais promissor e hoje está indicado 
para pacientes classificados como alto risco de transformação leucêmica por escores 
prognósticos [91, 92]. 
De fato, o grande desafio da doença é tentar predizer o risco de 
transformação leucêmica, visto que o tratamento muda de acordo com este risco. 
Aqueles pacientes com baixo risco de transformação leucêmica e com expectativa de 
sobrevida longa (muitas vezes de mais de 10 anos) devem ser tratados com foco em 




como a sobrecarga de ferro [78]. Por outro lado, pacientes com alto risco de 
transformação leucêmica devem ser tratados com terapias modificadoras, como 
quimioterapia convencional ou transplante alogênico [93]. Há também papel crescente 
dos tratamentos com drogas hipometilantes, como a azacitidina, que é o único 
tratamento com aumento comprovado de sobrevida em estudos de fase III [94]. 
Ferramentas prognósticas foram desenvolvidas para tentar estimar este 
risco, como o escore prognóstico IPSS [95] e sua revisão mais recente (R-IPSS), com 
melhorias na classificação de risco citogenético e na estratificação de risco de acordo 
com a intensidade das citopenias apresentadas [96], descrito em detalhes na Tabela 
10. Nosso trabalho utilizou o R-IPSS como ferramenta de estratificação de risco. 
Embora o tratamento hipometilante com azacitidina tenha sido um grande 
avanço no manejo da SMD de alto risco, este tratamento deve ser mantido 
cronicamente, tem caráter paliativo e, uma vez que ocorra a refratariedade à 
azacitidina, o prognóstico se torna muito reservado, com expectativa de vida de menos 
de 6 meses. Atualmente, não há um tratamento eficaz, com a exceção do transplante 
alogênico [97-99]. Dessa forma, uma melhor compreensão dos mecanismos que 
regulam a resistência adquirida aos hipometilantes e a busca por novos tratamentos 





Tabela 10 – R-IPSS – “Revised international prognostic scoring system” para 
avaliação de risco de transformação leucêmica em SMD 
                            Valor do escore 
 0 0,5 1 1,5 2 3 4 




--- Baixo --- Interm Alto 
Muito 
alto 
Hb > 10 --- 8-10 < 8 --- --- --- 
plt > 100 50 - 100 < 50 --- --- --- --- 
neut > 800 < 800      
* Risco citogenético:  
Muito baixo: -Y, del(11q) 
Baixo: normal, del(5q), del(12p), del(20q), alteração dupla envolvendo del(5q) 
Interm: del(7q), +8, +19, i(17q), qquer outra alteração única ou dois clones 
independentes 
Alto: -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), alteração dupla envolvendo -7/del(7q), complexo 
com 3 anormalidades 
Muito alto: complexo com mais de 3 anormalidades 
TOTAL DO ESCORE: 
Muito baixo: < 1,5 
Baixo: >1,5 - 3 
Intermediário: >3 – 4,5 
Alto: > 4,5 - 6 
Muito alto: > 6 





3.1.2. Leucemia mieloide aguda: biologia e características biológicas principais 
 Leucemia mieloide aguda é um grupo de neoplasias mieloides 
molecularmente heterogêneas, ainda com grande parte de sua biologia pouco 
compreendida. As ferramentas tradicionais, como citogenética convencional e técnica 
de análise por sonda (conhecida como “FISH”) têm sido usadas para estratificar os 
pacientes com LMA em três principais categorias de risco: favorável, intermediário e 
desfavorável [100].  
Mais recentemente, a descoberta de várias mutações associadas às LMAs 
geraram avanços na estratificação de risco, com novas estratificações de risco com 
combinação de citogenética e mutações relevantes [101], como demonstrado na 
Tabela 11. 
A mediana de idade ao diagnóstico dos pacientes com LMA é de cerca de 
70 anos, com taxa de cura de 35 a 40% dos pacientes jovens (com idade abaixo de 
60 anos) e de somente 5 a 15% em pacientes idosos (com idade acima de 60 anos). 
O prognóstico de idosos sem condições clínicas para realizar tratamentos 
quimioterápicos intensivos é ruim, com sobrevida mediana de somente 5 a 10 meses 
[102]. Portanto, da mesma forma que nas SMDs, há necessidade de melhorias em 
seu armamentário terapêutico para aumentar a taxa de cura dessa doença ainda na 




Tabela 11 – Classificação de risco das leucemias mieloides agudas 
Grupo de risco Citogenética de medula Anormalidade molecular 
Favorável 
inv(16) ou t(16;16) 
t(8;21) 
t(15;17) 
CN1 com mutação NPM1 






Outros não definidos 
t(8;21), inv(16) ou t(16;16) 
com mutação KIT 
Desfavorável 
Complexo (3 ou mais 
clones anormais) 
-5, 5q-, -7, 7q- 




CN com FLT3-ITD mutado 
na ausência de mutação 
NPM1 
1 CN – citogenética normal 
 
3.1.3. Vias de modificação e de regulação epigenética, especialmente metilação 
de DNA e leitura de histonas acetiladas 
Epigenética é o termo usado para descrever mecanismos de modificações 
pós-traducionais de proteínas associadas à cromatina, principalmente histonas, de 
modo a regular a transcrição gênica [103]. Embora todas as células de um organismo 
contenham o mesmo DNA, os reguladores epigenéticos organizam o genoma em 
regiões acessíveis ou enoveladas (de menor acesso aos fatores de transcrição), de 
modo a adequar o programa transcricional para cada tecido e/ou tipo celular. A 
regulação epigenética pode ser mediada pela metilação do DNA, remodelamento do 
nucleossomo ou mesmo por modificações pós-traducionais das histonas. As histonas 
podem ser modificadas por várias alterações químicas, como fosforilação, acetilação, 
metilação, ubiquitinação ou SUMOlização [104-107]. Como mencionado 




epigenéticos, particularmente em genes como TET2, IDH1, IDH2 e DNMT3A, que 
regulam a metilação do DNA [88].  
Os reguladores epigenéticos podem ser agrupados em 3 categorias: (1) as 
enzimas “apagadoras” (do inglês “erasers”), como as histona deacetilases e histona 
demetilases, que removem as modificações pós-traducionais introduzidas nas 
histonas ou no DNA; (2) enzimas “escritoras” (do inglês, “writers”), como as histona 
acetilases, quinases, DNA e histona metiltransferases e ubiquitina ligases, capazes 
de introduzir as modificações pós-traducionais; e, por fim, as (3) proteínas “leitoras” 
(do inglês “readers”), que são aquelas com domínios específicos, como domínios 
bromo, tudor, MBT-, PWWP-, WD40- e PHD-, capazes de se ligarem às histonas ou 
DNA modificados, interpretando as modificações e impondo mudanças na estrutura 





Figura 24 – Modificações pós-traducionais em histonas e nucleossomos, 
agrupados em categorias de proteínas escritoras, apagadoras e leitoras das 
alterações epigenéticas. Modificado e adaptado de Tarakhovsky, Alexander. "Tools 
and landscapes of epigenetics." Nature immunology 11.7 (2010): 565-568 [108]. 
As proteínas que contêm um domínio bromo, chamadas de proteínas BET 
(do inglês “bromodomain containing proteins”) constituem o grupo mais proeminente 
de leitores epigenéticos, reconhecendo e se ligando a histonas acetiladas. As 
proteínas BET influenciam a expressão gênica, a regulação do ciclo celular e o 
desenvolvimento embrionário, além de serem importantes para a manutenção da 
assinatura epigenética da célula durante a mitose, facilitando a marcação gênica 
(“gene bookmarking”). Dentro da família BET, as proteínas BRD2, BRD3 e BRD4 são 
expressas em todos os tecidos [109-112]. Como membro da família BET, o BRD4 atua 
induzindo a expressão de genes promotores da proliferação celular. 
Zuber J e colaboradores [113], através de biblioteca de inibição com uso 
de shRNA (“small hairpin”), comprovaram que o BRD4 é criticamente necessário para 
a manutenção da leucemia mieloide aguda (LMA) e os resultados foram validados em 
modelos animais com o uso do fármaco inibidor JQ1. Dessa forma, o uso de inibidores 
de proteínas BET se tornou uma área promissora no tratamento da LMA e hoje 
estudos clínicos iniciais já demonstram seu potencial papel no tratamento da doença, 
associado a baixo perfil de toxicidade [114]. Nenhum estudo até o presente momento 




aplicabilidade do uso de inibidores destas proteínas no tratamento dessa doença, 
isolados ou combinados ao tratamento atual da doença, os hipometilantes. 
O gene BRD4 possui dois transcritos variantes principais: o longo (BRD4L) 
e o curto (BRD4S, do inglês “short”), como demonstrado na Figura 25. A proteína é 
composta por dois domínios bromo, que são conservados nas duas isoformas. 
Entretanto, somente a isoforma longa apresenta a região carboxi-terminal (CTD), que 
foi descrita como fundamental para a manutenção da estrutura normal da cromatina 
[115] e, de fato, da maioria das funções fisiológicas descritas para a proteína foram 
caracterizadas na isoforma longa. Por outro lado, o papel da isoforma BRD4S ainda é 
mal compreendido. 
Floyd SR e colaboradores [116] demonstraram que a isoforma BRD4S atua 
como um inibidor endógeno da via de reparo de dano ao DNA ou DDR (do inglês, 
“DNA damage response”), recrutando o complexo de remodelamento da cromatina 
condensina II para as histonas acetiladas. Outro trabalho também mostrou que a 
isoforma curta se associa ao complexo LINC e às proteínas associadas a metástases 
RRP1B e SIPA1 na face interna da membrana nuclear [117]. O papel dos transcritos 
variantes e das suas respectivas isoformas, todavia, são amplamente desconhecidos 
nas neoplasias hematológicas e, de fato, o gene BRD4 nunca foi estudado em 
pacientes com síndromes mielodisplásicas. 
 
Figura 25 – Desenho esquemático das duas isoformas da proteína BRD4: longa 
(BRD4L) e curta (BRD4S) Modificado e adaptado de McBride, Alison A., and Moon 
Kyoo Jang. "Current understanding of the role of the Brd4 protein in the papillomavirus 




3.1.3. Inibidores farmacológicos das proteínas BET 
 Os inibidores de proteínas BET são uma classe de fármacos com efeitos 
antineoplásicos, imunossupressores, dentre outros. Os inibidores benzodiazepínicos 
de proteínas BET foram sintetizados inicialmente por pesquisadores da Yoshitomi 
Pharmaceuticals no início de 1990. Entretanto, somente no final de 2010 que seu uso 
em neoplasias (como carcinoma de linha média NUT) foi potencializado [119]. 
 O fármaco JQ1 foi desenvolvido pelo grupo do pesquisador Dr. James 
Bradner (Dana-Farber Cancer Institute, Harvard Medical School, Boston, MA) e é 
fornecido sem custos para pesquisadores na área de proteínas com domínio bromo. 
Outros inibidores em pesquisa incluem os fármacos I-BET, dentre outros [120]. A 
Figura 26 mostra a fórmula do JQ1 (utilizado em nosso estudo) e do inibidor I-BET em 
estudo. 
 
Figura 26 – Fórmulas químicas dos inibidores de proteínas BET em pesquisa 
clínica e laboratorial. Adaptado de Belkina, Anna C., and Gerald V. Denis. "BET 
domain co-regulators in obesity, inflammation and cancer." Nature reviews Cancer 




3.1.4. Via de reparo de dano ao DNA (DDR) e sua relação com a SMD 
Quebras da dupla fita do DNA em regiões lesionadas causam a fosforilação 
da histona H2AX na serina 139, através da proteína ATM. A p-H2AX parece ser um 
sinal que facilita o reparo do dano, possivelmente por tornar a cromatina mais 
acessível para as enzimas de reparo (Figura 27 e 28). Paralelamente, a via DDR ativa 
proteínas de checagem (do inglês “checkpoints”), que retardam ou mesmo 
interrompem a progressão do ciclo celular, permitindo que a célula se repare e 
evitando a transmissão de DNA lesado ou mutado para as demais células do tecido. 
Entretanto, a mesma via de reparo pode ativar as vias de apoptose, caso haja dano 
excessivo ou irreparável no DNA, protegendo os tecidos de possível carcinogênese 
[122]. Situações em que há falha em se detectar danos ao DNA podem resultar em 
propagação de células contendo anormalidades genômicas e neoplasias, como as 
SMDs. 
SMD é caracterizada por instabilidade genômica e alta propensão de 
evolução clonal para LMA. Caracteristicamente, na SMD há presença de dano 
excessivo em seu DNA e uma aparente resposta inapropriada a este dano, o que 
produz a instabilidade genômica, característica da doença [6, 123]. Estudo recente 
suporta o papel da disfunção de telômeros e do acúmulo de dano ao DNA não 
reparado na fisiopatologia da doença, através de modelo animal que recapitula a 
fisiopatologia da doença [124]. Beerman I e colaboradores [125] comprovaram que 
célula progenitora hematopoética, durante o envelhecimento, apresenta 
fisiologicamente atenuação da via de reparo de dano ao DNA, com progressivo 
acúmulo de lesões no DNA. Essa característica torna a CPH mais susceptível a lesões 
genômicas. De fato, há maior incidência de mutações em idosos, mesmo sem 
nenhuma doença [126-128]. 
Enquanto os sinais ativadores da via DDR são lesões em DNA, outras 
proteínas da via são fundamentais para as alterações celulares induzidas pela sua 
ativação. As proteínas CHK1 e CHK2 (do inglês “check point kinases) são ativadas 
pela ATM e, uma vez ativas, impedem a elongação da replicação do DNA, impedindo 
ou permitindo a mitose. Quando ocorre a ativação da via DDR, há ativação 
subsequente de vias proliferativas, principalmente as MAP quinases, como a via da 
ERK [129]. De fato, ERK e JNK (membros das MAP quinases) são reguladores 




controle de vias proliferativas e na parada do ciclo celular, fundamentais para a 




Figura 27 – Relação entre a protease ATM, central na via DDR, e as MAP 
quinases. Quando detectado dano à dupla fita de DNA, ATM ativa as vias 
extranucleares das MAP quinases (ERK e JNK), que cooperam no citoplasma, 
permitindo a parada do ciclo celular e a regulação de vias proliferativas, enquanto 







Figura 28 – Esquema da via de reparo de dano ao DNA (DDR). Quando detectado dano à dupla fita de DNA (A), ATM fosforila a 
histona H2AX (B), que, por sua vez, recruta fatores reparadores, induzindo a parada do ciclo celular enquanto o reparo ocorre. Caso 





1. Avaliar a expressão dos transcritos variantes curto e longo da proteína contendo 
domínio bromo, BRD4, em coorte de pacientes com SMD de baixo risco, alto risco e 
de LMA, correlacionando com variáveis clínicas e prognósticas; 
2. Investigar a ação da inibição gênica e farmacológica do BRD4 em linhagens 




3.3. Materiais e métodos 
3.3.1. Casuística 
Os pacientes incluídos no estudo foram selecionados a partir de coorte 
transversal de pacientes com diagnóstico recente de síndromes mielodisplásicas 
(SMD) e leucemia mieloide aguda (LMA) sem qualquer tipo de tratamento 
quimioterápico ou mesmo uso de eritropoietina recombinante no momento da coleta 
das amostras. Foram incluídos apenas casos que confirmaram o diagnóstico e que 
permaneceram em seguimento regular no Hemocentro Unicamp no período de janeiro 
de 2001 a julho de 2015. Foram também recrutados 25 indivíduos saudáveis de 
mesmo padrão de sexo e idade para o grupo de controles sadios. O grupo de controles 
sadios foi composto por doadores de medula óssea, além de casos com anemias 
carenciais (deficiência de vitamina B12) que necessitaram de investigação medular 
para esclarecimento diagnóstico. 
Todos os participantes foram devidamente esclarecidos sobre os objetivos 
do estudo e concordaram com sua participação, assinando Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido (TCLE). O projeto de pesquisa foi analisado e aprovado pelo 
Comitê de Ética da instituição (CEP/FCM/Unicamp), parecer CEP no 1209/2011 
(anexo 3). O modelo de TCLE utilizado no projeto encontra-se no anexo 4 (pacientes). 
 
3.3.2. Coleta de dados clínicos 
Os dados clínicos dos pacientes incluídos no estudo foram obtidos a partir 
da revisão de prontuários médicos: nome, sexo, data de nascimento, grupo 
diagnóstico (síndromes mielodisplásicas, LMA e LMA com alterações relacionadas a 
SMD), classificação de risco de acordo com “revised international prognostic scoring 
system” (R-IPSS) e porcentagem de blastos em medula óssea da mesma data. Todos 
os pacientes realizaram na mesma data os seguintes exames: mielograma, 
citogenética convencional de medula óssea, biópsia de medula óssea e hemograma 
completo com análise do esfregaço. Obtivemos também dados de nome, sexo e data 




3.3.3. Transcrição reversa e expressão gênica de BRD4 por PCR quantitativo em 
tempo real 
O RNA foi extraído através do kit “RNeasy Plus Micro Kit” (Qiagen, 
Valencia, CA, E.U.A.) e submetido à transcrição reversa em cDNA com o kit 
“RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis” (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, 
Alemanha). A reação de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) foi realizada com 
o mix “SYBR Green Master Mix PCR” (Fermentas), usando um aparelho “ABI 7500 
Sequence Detection System” (Applied-Biosystem, Foster City, CA, E.U.A.). Os valores 
de expressão gênica relativa foram calculados através da equação 2-ΔΔCT [59]. Os 
iniciadores de cada gene e suas particularidades estão especificados na tabela 12. As 




Tabela 12 – Listas de iniciadores de transcritos alternativos que originam as isoformas curta e longa do BRD4 
Gene 
Iniciador sense 
Temperatura dissociação / conteúdo GC 
Iniciador antissense 
Temperatura dissociação / conteúdo GC 
Amplicon 
Início - fim  




5’– AAA GGA CCT GAA AAT CAA GAA CAT G–3’ 
58,3oC / 36% GC 
5’-GAA GCT GTC GCT GGA TGA CTT–3’ 
60,7oC / 52,4% GC 




5’–CTG ACA GCG AAG ACT CCG AAA–3’ 
60,4oC / 52,4% GC 
5’–GCT ATA GCT TGC TGG GAA GGA A–3’ 








3.3.4. Separação de células CD34+ 
Células progenitoras hematopoéticas CD34+ de bolsas de sangue de 
cordão umbilical provenientes de partos a termo foram selecionadas através de 
separador imunomagnético por colunas (Miltenyi Biotech, Auburn, CA, E.U.A.) com 
taxas de pureza de, pelo menos, 90%. 
3.3.5. Cultura de células 
Um painel de linhagens de células mieloides leucêmicas (HEL, HL-60, K562 
e U937) foram cultivados em meio “Roswell Park Memorial Institute medium-1640” 
(RPMI) contendo 10% de soro fetal bovino, glutamina (2mM), penicilina (100μg/mL), 
estreptomicina (100μg/mL) e anfotericina B (0,25μg/mL). Mantivemos as células em 
atmosfera umidificada a 37°C e com 5% de CO2 e os experimentos foram realizados 
quando as células atingiram crescimento exponencial. As origens biológicas de cada 
linhagem estão descritas na tabela 13, conforme informações da ATCC (do inglês 
“American Type Culture Collection”). 
Tabela 13 – Características das linhagens humanas utilizadas 
Nome Origem Descrição 
HEL Mieloide Eritroleucemia 
HL-60 Mieloide Leucemia promielocítica aguda 
K562 Mieloide Leucemia mieloide crônica, t(9;22) 
U937 Mieloide Linfoma histiocítico, com CALM-AF101 
1 Linhagem celular utilizada como modelo de LMA  
 
3.3.6. Reagentes químicos 
O inibidor farmacológico específico do BRD4 (JQ1) nos foi gentilmente 
fornecido pelo Dr. James Bradner (Dana-Farber Cancer Institute, Harvard Medical 
School, Boston, MA). O composto foi diluído em “dimethylsulfoxide” (DMSO) em 
solução estoque de 10mM e administrado às células em concentrações finais de 
0,24μM a 100μM por 48 horas. A 5’-azacitidina (AZA) foi adquirida da Sigma-Aldrich 
(Steinheim, Alemanha) e diluída em DMSO com concentração estoque de 100mM e 




3.3.7. Análise proteica (“western blotting”) 
Quantidades iguais de proteína foram submetidas à eletroforese em gel de 
poliacrilamida SDS sob condições redutoras e a membrana de nitrocelulose foi 
incubada com os anticorpos específicos. Anticorpos monoclonais contra P70S6K (sc-
8418), e policlonais contra GAPDH (sc-32233), c-MYC (sc-764), p-c-MYC (sc-8000) e 
BRD4 (sc-27976) foram obtidos da “Santa Cruz Biotechnology” (Santa Cruz, CA, 
E.U.A.). Anticorpos anti-ERK1/2 [pTpY185/187] (44-680G), anti-ERK1&2 pan (44-
654G), anti-JNK pan (44-690G) e anti-pJNK [pTpY183/185] (44-682G) foram 
adquiridos da Invitrogen (Waltham, MA, E.U.A.) e anti-fosfo-histona H2AX (Ser139) 
(pH2AX) (9718) da “Cell signaling” (Danvers, MA, E.U.A.). As proteínas alvo foram 
analisadas pela técnica de quimioluminescência, usando o reagente ECL Plus (GE-
Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra). Os detalhes dos procedimentos de 
eletroforese em gel de acrilamida, eletrotransferência para membrana de 
nitrocelulose, marcação de anticorpos primários e secundários e revelação estão 
detalhados no material e métodos do subprojeto 1 (seção 2.3.7). 
3.3.8. Análise de viabilidade celular 
A viabilidade celular das linhagens leucêmicas testadas foi analisada 
através da técnica de “methylthiazoletetrazolium” (MTT). Brevemente, 2,5 x 104 
células foram distribuídas em placas de 96 poços e mantidas em RPMI (suplementado 
com 10% de soro fetal bovino) por 48 horas. A solução de MTT (5mg/mL) foi então 
adicionada em cada poço e incubada a 37°C por 4 horas. A reação foi interrompida 
pelo isopropanol anidro a 0,1N. O crescimento e a viabilidade celular foram então 
medidos através de leitor de placas automatizado por espectrofotometria (Multiscan 
MS, Labsystems) com leitura a 570nm de comprimento de onda. 
3.3.9. Avaliação de apoptose 
A morte celular foi mediada através da técnica de anexina-V e iodeto de 
propídio (PI). As células foram cultivadas em placas de 24 poços e tratadas (ou não) 
com diferentes concentrações de JQ1 e/ou azacitidina por 48 horas. Após esse 
período, as células foram coletadas e incubadas com 1μg/mL de PI e 1μg/mL de APC-
anexina-V por 15min à temperatura ambiente no escuro. As análises foram então 
feitas no citômetro FACSCalibur (Becton–Dickinson, CA, E.U.A.) com aquisição de 10 




3.3.10. Ciclo celular 
As células foram cultivadas em placas de 24 poços e tratadas (ou não) com 
diferentes concentrações do fármaco JQ1 por 48 horas. Em seguida, as células foram 
coletadas e fixadas por, no mínimo, 12 horas em etanol 70%. O DNA foi marcado com 
o tampão Pipes contendo PI (20μg/mL) e RNase A (10μg/mL). A fluorescência celular 
foi detectada no citômetro FACSCalibur. A proporção de células em cada fase do ciclo 
celular foi então analisada pelo programa Modifit (Verify Software House Inc., 
Topsham, ME, E.U.A.), de acordo com as distribuições de DNA. 
3.3.11. Transdução lentiviral 
As células leucêmicas U937 foram transduzidas com shRNA mediado por 
lentivírus, carreando sequências sem alvo específico / controle (sc-108080) ou com 
alvo no gene BRD4 (sc-43639-V) provenientes da empresa “Santa Cruz 
Biotechnology” (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, E.U.A.) e denominados 
de células shControle e de shBRD4, respectivamente. Brevemente, 2 x 105 células 
foram transduzidas com lentivírus através de espinonoculação com multiplicidade de 
infecção de 1. Em seguida, as células com inibição eficaz foram selecionadas através 
de antibiótico (puromicina 1 µg/mL) por, pelo menos, 10 dias antes do início dos 
experimentos. 
3.3.12. Análise estatística 
A análise estatística foi realizada nos programas GraphPad Prism5 
software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, E.U.A.) ou SAS System for 
Windows 9.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, E.U.A.). Os dados estão expressos em 
mediana [mínimo-máximo]. Para comparações, teste estatístico apropriado foi 
utilizado, como Mann–Whitney test, Student's t-test ou ANOVA. A comparação entre 
grupos de pacientes foi realizada com análise de t-test e covariância (ANCOVA), 
controlada por sexo e idade, seguido de análise “post-hoc” com Tukey test. Todos os 
experimentos foram repetidos de forma independente ao menos 4 vezes. O modelo 
de regressão de Cox foi utilizado para estimar sobrevida global (SG) e sobrevida livre 
de eventos (SLE). O processo “stepwise” foi utilizado para análise multivariadas. SG 
é definida como o intervalo (em meses) entre a data da coleta da amostra e a data do 
óbito (quando tiver falecido) ou última consulta (quando houver abandonado 




entre a data da coleta da amostra e a data do primeiro evento (morte ou progressão 
da SMD ou transformação leucêmica) ou última consulta (quando houve abandono de 







3.4.1. Características clínicas dos pacientes 
 Foram incluídos no estudo 24 controles saudáveis, 58 pacientes com 
SMD, 50 pacientes com LMA. Os pacientes com SMD foram classificados de acordo 
com a classificação diagnóstica da OMS de 2008 [100] e a ferramenta de estratificação 
de risco utilizada foi o IPSS revisado (R-IPSS) [96]. As características clínicas mais 
relevantes dos pacientes e sua classificação de acordo com a OMS, R-IPSS e risco 
citogenético estão especificados na Tabela 14. Da mesma forma, os pacientes com 
LMA foram classificados de acordo com a origem (em LMA de novo e aquelas 
secundárias a SMD) e seu risco citogenético. Todos os detalhes estão especificados 
abaixo. A classificação de risco citogenético para SMD e LMA seguiram as 
classificações do R-IPSS [96] e a classificação citogenética do MRC (“Medical 
Research Council”) [131], respectivamente. O grupo de controles saudáveis 
apresentou diferença de idade em relação aos pacientes (mediana 38,8 anos vs. 64 
anos para SMD) e todos os resultados de expressão gênica foram validados pela 




Tabela 14 – Características clínicas dos pacientes com SMD e LMA 
Pacientes Quantidade 
SMD 58 
   Sexo (M/F) 34/24 
   Idade (anos), mediana (variação) 64 (16-90) 
   Classificação OMS 2008  
       ARSA/CRMD (< 5% blastos MO) 5/31 
        AREB-1/AREB-2 (≥ 5% blastos MO) 11/11 
   IPSS-R  
        Muito baixo/baixo risco 7/24 
        Intermediário/Alto/Muito alto risco 10/12/5 
  Risco citogenéticoa  
        Muito bom/ bom 2/46 
        Intermediário 3 
        Adverso/ muito adverso 2/2 
        Sem metáfases 3 
  
LMA de novo 34 
   Sexo (M/F) 18/16 
   Idade (anos), mediana (variação) 54 (18-93) 
   Blastos MO (%), mediana (variação) 81 (28-98) 
   Risco citogenéticob  
        Bom 5 
        Intermediário/ adverso 19/4 
        Sem metáfases 6 
  
LMA 2aria SMD 16 
   Sexo(M/F) 11/05 
   Idade (anos), mediana (variaçao) 70 (36-81) 
   Blastos MO (%), mediana (variação)c 41 (11-75) 
   Risco citogenéticod  
        Bom 0 
        Intermediário/ adverso 8/8 
Abreviações: SMD: síndrome mielodisplásica; M: masculino; 
F: feminino; OMS: Organização Mundial de Saúde; ARSA: 
anemia refratária com sideroblastos em anel; CRDM: 
citopenia refratária com displasia de múltiplas linhagens; 
AREB-1: anemia refratária com excesso de blastos – 1; 
AREB-2: anemia refratária com excesso de blastos – 2: 
IPSS-R: escore prognóstico revisado; LMA: leucemia 
mieloide aguda; MO: medula óssea; LMA 2aria SMD: LMA 




a Na coorte de SMD, os achados de citogenética incluíram: 
muito baixo risco: -Y (n=1), del(11q) (n=1); baixo risco: 
normal (n=46); intermediário: inv(9) e del(16q22) (n=1), 
rob(14;14) (n=1), inv(9) (n=1); adverso: -7 (n=2); muito 
adverso: > 3 anormalidades (n=2) 
b Na coorte de LMA, os achados de citogenética incluíram: 
baixo risco: t(8;21) (n=4), inv(16) (n=1); intermediário: 
normal (n=16), trissomia 8 (n=1) e outras anormalidades 
(n=2); risco adverso incluíram cariótipo complexo (n=2), 
del(5q) (n=1) e outros (n=1) 
c A porcentagem de blastos incluiu dois pacientes com 
eritroleucemia e que apresentaram contagem de blastos 
inferior a 20% 
d Na coorte de LMA 2aria SMD, os achados de citogenética 
incluíram: risco intermediário: trissomia 8 (n=2), normal 
(n=4) e outras anormalidades (n=2); risco adverso incluíram 





3.4.2. Expressão dos transcritos variantes curto (BRD4S) e longo (BRD4L) do 
BRD4 em medula óssea total de pacientes com SMD e LMA 
Avaliamos os níveis de expressão relativa do RNA mensageiro de ambos 
transcritos variantes em medula óssea total de controles saudáveis (n=24), pacientes 
com SMD (n=58) e pacientes com LMA (n=50). A expressão da variante longa 
(BRD4L) foi mais elevada em todas as amostras analisadas quando comparada à 
curta. A análise estatística comparativa foi complementada com teste ANCOVA, 
devido diferença de distribuição de idade entre controles e pacientes no estudo. 
A expressão do transcrito variante curto BRD4S foi significativamente mais 
elevada tanto em pacientes com SMD (4.21 [0.01-56.17]) quanto em LMA (4.01 [0.33-
26.58]), comparados aos controles saudáveis (2.11 [0.04-10.32]; todos com P < 0,01). 
Interessantemente, quando os pacientes de SMD foram estratificados em aqueles 
com < 5% de blastos (ARSA / CRDM) vs. > 5% (AREB1/AREB2), ambos os grupos 
mostraram aumento de expressão de BRD4S comparado aos controles saudáveis, 
entretanto sem diferenças significativas entre eles (< 5% blastos = 4.66 [0.17-56.17] 
vs. > 5% blastos = 3.61 [0.01-15.08], P > 0,05). Além disso, tanto LMA secundária 
(2aria) à SMD (4.50 [0.33-25.22]) quanto LMA de novo (3.70 [0.75-26.58]) 
apresentaram aumento de expressão de BRD4S comparados aos controles (P < 
0,01). Por outro lado, o transcrito variante longo BRD4L não apresentou diferenças de 






Figura 29 – Expressão gênica relativa dos transcritos variantes curto (BRD4S) e longo (BRD4L) em SMD e LMA. (A). Expressão 
de BRD4S em pacientes com SMD e LMA, agrupados ou subdivididos. (B). Expressão de BRD4L em pacientes com SMD e LMA, 




3.4.2. A expressão elevada do transcrito variante curto do BRD4 (BRD4S) se 
associa a menor tempo livre de eventos e menor tempo de sobrevida global em 
pacientes com SMD 
Com mediana de seguimento de 34,4 meses, análise univariada mostrou 
que a alta expressão do BRD4S teve impacto negativo na sobrevida livre de eventos 
e na sobrevida global dos pacientes com SMD. Outros fatores associados a piores 
desfechos foram a porcentagem de blastos (em valores absolutos) e o R-IPSS 
(quando estratificamos os pacientes nos grupos muito baixo / baixo vs. intermediário 
ou vs. alto / muito alto). A análise multivariada comprovou que a expressão mais 
elevada do BRD4S, além do R-IPSS de alto risco, foram as duas variáveis associadas 
a piores desfechos de modo independente (Figura 30 e Tabela 15). 
 
Figura 30 – Estimativa de sobrevida livre de eventos e de sobrevida global de 
pacientes com SMD, de acordo com expressão de BRD4S. (A). Sobrevida livre de 
eventos de pacientes com SMD divididos em aqueles com expressão elevada (em 
laranja) e baixa (em verde), estratificados pela mediana. (B). Sobrevida global de 
pacientes com SMD divididos em aqueles com expressão elevada (em laranja) e baixa 
(em verde), estratificados pela mediana. Linha vertical tracejada indica 5 anos de 




Tabela 15 – Análise univariada e multivariada de desfechos clínicos em pacientes com SMD. 
Fator 
Análise univariada   Análise multivariada 
Sobrevida livre de 
eventos  
Sobrevida 
global    
Sobrevida livre de 
eventos  
Sobrevida 
global   
HR 95% I.C. P   HR 95% I.C. P   HR 95% I.C. P   HR 95% I.C. P 
Grupo de risco IPSS-Ra                
   Intermediário vs.  
muito baixo/baixo 
 
5.98 2.15-16.6 .0006  6.87 2.37-19.94 .0004  4.86 1.58-15 .006  4.77 1.55-14.68 .007 
   Muito alto/alto vs.  
muito baixo/baixo 
 
8.85 3.44-22.73 <.0001  12.44 4.6-33.6 <.0001  9.65 3.35-27.82 <.0001  12.32 4.25-35.7 <.0001 
Porcentagem blastos MOb                
   Valores absolutos 1.14 1.07-1.2 <.0001  1.16 1.09-1.22 <.0001  ----- --------- -------  ----- --------- ------- 
Expressão de BRD4Lb                
   Valores absolutos 1.22 0.81-1.83 .34  1.16 0.75-1.76 .75  ----- --------- -------  ----- --------- ------- 
Expressão de BRD4S b                
   Valores absolutos 1.05 1.01-1.08 .02   1.05 1.01-1.09 .02   1.04 1.01-1.09 .02   1.05 1.01-1.10 .01 
Valores de P significativos estão destacados em negrito. Abreviações: SMD: síndromes mielodisplásicas; HR: “hazard ratio” – razão de riscos; I.C.: intervalo de confiança; 
MO: medula óssea; analisamos porcentagem de blastos MO e as expressão de BRD4L e BRD4S como variáveis contínuas. 
a HR > 1 indica que o primeiro fator tem pior prognóstico 







3.4.3. O tratamento de linhagens leucêmicas com inibidor farmacológico de 
BRD4 
Visando melhor caracterizar o papel do BRD4 na patogênese da doença, 
um painel de linhagens celulares leucêmicas foram tratadas com o fármaco JQ1, um 
inibidor específico de BRD4. O tratamento com JQ1 induziu redução dose-dependente 
de viabilidade celular, associado a proporcional ativação de morte celular por 
apoptose. As células U937 se mostraram mais resistentes ao tratamento 
farmacológico, com maiores valores de GI50 (do inglês “growth inhibitory concentration 
50”), definida como a concentração do fármaco capaz de reduzir a viabilidade celular 
em 50% em relação ao seu diluente. Por outro lado, as linhagens HL-60 e HEL se 
mostraram mais sensíveis com baixos valores de GI50 (Figura 31).  
Ao mesmo tempo, células progenitoras hematopoéticas CD34+ de bolsas 
de sangue de cordão umbilical apresentaram maior tolerância ao fármaco JQ1, com 
redução discreta da viabilidade celular e baixa taxa de apoptose, quando comparadas 
às células neoplásicas. Isso comprova que o fármaco é eficaz contra células 
neoplásicas, “poupando” as células normais de sua ação, garantindo uma janela 
terapêutica de eficiência. 
Outra alteração encontrada com o tratamento com JQ1 foi um bloqueio do 
ciclo celular nas fases G0/G1, indicando uma parada do ciclo celular (Figura 32). De 
modo complementar, análises proteicas mostraram um aumento da histona p-H2AX 
tanto nas células U937 (mais resistente) quanto na HEL (mais sensível) (Figura 33). 
De forma interessante, o aumento da p-H2AX ocorreu mesmo em concentrações 
baixas de JQ1, muito abaixo daquelas necessárias para ativar a morte celular.  
Estes resultados em conjunto mostram que a inibição farmacológica do 
BRD4 causou ativação da via de reparo de dano ao DNA e que, provavelmente, a 






Figura 31 – Viabilidade e morte celular por apoptose com o tratamento com JQ1. 
O tratamento com o fármaco JQ1 em doses crescentes induz redução variável de 
viabilidade celular (A) e ativação de morte celular por apoptose (B) em linhagens 
leucêmicas, mas há maior tolerância de células CD34+ normais com o tratamento 
(representadas em preto). As concentrações GI50 das linhagens leucêmicas testadas 






Figura 32 – Análise do ciclo celular em linhagens leucêmicas tratadas com 
doses crescentes do fármaco JQ1. O tratamento com o fármaco JQ1 nas linhagens 
U937, HEL e HL-60 induz parada do ciclo celular nas fases G0/G1. Fases G0/G1 estão 





Figura 33 – Análise proteica das linhagens celulares U937 e HEL com o 
tratamento com dose crescente do fármaco JQ1. O tratamento com o fármaco JQ1 
nas linhagens U937 (A) e HEL (B) induziu aumento da p-H2AX, mesmo em 
concentrações baixas, sem ativação da apoptose. Em vermelho está destacado 
expressão da proteína p-H2AX. As proteínas analisadas e seus respectivos pesos 




3.4.4. JQ1 apresenta efeito aditivo com o uso do hipometilante azacitidina nas 
linhagens celulares U937 e HL-60 
Com objetivo de melhor caracterizar os potenciais efeitos combinatórios da 
inibição do BRD4 e o tratamento hipometilante padrão com azacitidina (AZA), as 
linhagens U937 e HL-60 foram tratadas com JQ1 (dose escolhida de acordo com GI50) 
e 3µM de azacitidina por 48h.  
O tratamento combinado de JQ1 + AZA ativou a apoptose nas linhagens 
testadas, apresentando um efeito aditivo (Figura 34). Por outro lado, embora tenha 
havido redução significativa da viabilidade celular, não ocorreu a mesma ação aditiva 
com a combinação dos fármacos (Figura 35).  
 
Figura 34 – Ativação de apoptose nas linhagens celulares U937 e HL-60 em 
tratamento com JQ1, AZA ou ambos. O tratamento com o fármaco JQ1 nas 
linhagens U937 e HL-60 induziu apoptose, da mesma forma que a AZA. A associação 
dos dois compostos gerou efeito pró-apoptótico aditivo, como mostrado nas imagens 
de “dot plot” representativas à esquerda e na análise estatística de 4 experimentos 






Figura 35 – Viabilidade celular das linhagens celulares U937 e HL-60 em 
tratamento com JQ1, AZA ou ambos. O tratamento com o fármaco JQ1 nas 
linhagens U937 e HL-60 induziu diminuição de viabilidade celular, da mesma forma 
que a AZA. Entretanto, a associação dos dois compostos não produziu efeitos 




As análises proteicas novamente mostraram o aumento de p-H2AX com o 
tratamento com JQ1, além da PARP clivada, comprovando a ativação da via DDR e 
da apoptose, respectivamente. 
 
Figura 36 – Análise proteica da linhagem celular U937 em tratamento com JQ1, 
AZA ou ambos. O tratamento com o fármaco JQ1 na linhagem U937 induziu aumento 
de p-H2AX e PARP clivada, indicando ativação de DDR e apoptose, respectivamente. 
Destaque em vermelho para as proteínas p-H2AX e PARP clivada. As proteínas 




3.4.5. O silenciamento gênico do BRD4 diminui a viabilidade celular e 
potencializa o efeito pró-apoptótico da azacitidina, de modo similar ao fármaco 
JQ1 
A fim de validar se o silenciamento gênico produziria efeitos similares ao 
tratamento com JQ1, buscando verificar a ocorrência ou não de possíveis efeitos “off-
target” do fármaco. Neste propósito, células da linhagem U937 foram transduzidas de 
modo estável com vetores lentivirais contendo shRNA com alvo no BRD4 (shBRD4) 
ou um controle apropriado (shControle). A eficiência da transdução foi confirmada com 
q-PCR (Figura 37A). 
A morte celular por apoptose e a viabilidade celular foram, então, avaliadas nas 
células inibidas, com ou sem tratamento com 1µM ou 3µM de AZA por 48h. A 
viabilidade celular não mostrou alterações significativas (Figura 37B), ao passo que a 
apoptose foi significativamente maior nas células shBRD4 (Figura 37C). Portanto, 
houve efeito aditivo da inibição gênica do BRD4 e do uso da azacitidina, de modo 






Figura 37– Inibição gênica do BRD4 em linhagem celular U937 e tratamento com 
AZA. (A). A inibição gênica foi eficaz e comprovada por q-PCR. (B). A viabilidade 
celular das células inibidas em relação ao controle foi discretamente reduzida, sem 
efeito aditivo com o tratamento com AZA. (C). A morte celular por apoptose apresentou 
aumento significativo nas células inibidas para BRD4, quando tratadas com AZA, 





Em nossa coorte, o transcrito variante curto do BRD4 foi um 
determinante independente de piores desfechos clínicos, tanto de sobrevida 
livre de eventos quanto de sobrevida global. Pacientes com maior expressão 
gênica do transcrito variante curto (BRD4S) apresentaram sobrevida menor, 
indicando que esse transcrito tem papel independente do escore clínico R-IPSS 
na sobrevida dos pacientes. Considerando-se BRD4S um inibidor endógeno da 
via de reparo do dano ao DNA (DDR), como estabelecido por Floyd SR e 
colaboradores [116], especulamos que, na biologia da doença, a 
hiperexpressão do transcrito variante curto do BRD4 aumente a inibição da via 
DDR, e, consequentemente, a instabilidade genômica e diversidade clonal. 
Embora ainda não tenha sido estudado em SMDs, há evidências 
mostrando o papel do BRD4 na patogênese da LMA e seu potencial 
terapêutico. Herrmann H e colaboradores [132] comprovaram o aumento da 
expressão do BRD4 em amostras de pacientes com LMA, mesmo em células 
progenitoras CD34+/CD38- e nas células CD34+/CD38+. Houve ação sinérgica 
da associação de inibidores de BRD4 com o quimioterápico citarabina. Chen C 
e colaboradores [133] descreveram que a inibição do BRD4 induziu 
diferenciação e redução de viabilidade em células de LMA com mutação IDH2, 
ao passo que Dawson MA e colaboradores [110] relataram o papel da mutação 
NPM1 na indução de um programa transcricional dependente de BRD4 e que 
a sua inibição seria capaz de restaurar a fisiológica localização nuclear do 
NPM1, induzindo a apoptose do clone. 
Nossos dados de inibição farmacológica do BRD4 com o fármaco 
JQ1 em linhagens celulares leucêmicas mostram que sua supressão causa, 
com sensibilidade variável, fenômenos celulares relevantes, como ativação da 
apoptose e parada do ciclo celular em fase G0/G1. Esses resultados corroboram 
resultados prévios obtidos em outras neoplasias [134-146]. Interessantemente, 
observamos uma ativação potente da via DDR com o tratamento com JQ1. 
Essa ativação da via DDR, com aumento da proteína p-H2AX, ocorreu mesmo 
quando as células foram tratadas em doses muito inferiores àquelas capazes 
de induzir apoptose. Esses resultados sugerem que, na inibição do BDR4, o 




Além disso, somente as células com expressivo aumento da 
proteína p-H2AX com o tratamento com JQ1 apresentaram ativação da 
apoptose, que teve efeito aditivo com o hipometilante azacitidina. Nesse 
contexto, o aumento da p-H2AX e a ativação da via DDR funcionariam como 
biomarcadores capazes de predizer a resposta ao tratamento com a 
combinação de inibidores de reguladores epigenéticos como a azacitidina e o 
inibidor de BRD4. Além disso, a inibição gênica do BRD4 mostrou resultados 
similares, comprovando que o fármaco JQ1 foi específico e sem efeitos 
significativos em outras proteínas ou vias, que pudessem explicar os resultados 
que encontramos. Destacamos que nosso estudo foi o primeiro a vincular a 
reativação da via DDR com a eficácia do tratamento com o fármaco JQ1 e que, 
portanto, essa reativação possa servir como biomarcador de eficácia do 
tratamento. 
Devemos destacar que, de modo geral, estudos in vitro e in vivo em 
SMD são de difícil execução, devido à dificuldade de se obter linhagens 
celulares de SMD, especialmente devido à característica atividade pró-
apoptótica da doença. Da mesma forma, não há nenhum modelo animal que 
recapitule de modo fidedigno a doença apresentada em humanos. Sendo 
assim, muitos dos fenômenos e das interpretações da doença se derivam de 
observações de amostras primárias de pacientes e estudos complementares 
em modelos de linhagens leucêmicas, algumas com características alterações 
genéticas que sugerem transformação de um clone prévio de SMD. 
A refratariedade primária ou secundária a hipometilantes é um 
problema crescente nos pacientes com a doença e, neste momento, nenhum 
tratamento disponível é capaz de reverter o prognóstico extremamente 
desfavorável associado a essa situação clínica. Saunthararajah Y e 
colaboradores [147] recentemente demonstrou, em estudo clínico, que baixas 
doses de hipometilante (no caso, decitabina), em dose sem ação citotóxica e 
de forma prolongada (2 a 3 vezes na semana), foram capazes de reverter a 
refratariedade aos hipometilantes nestes pacientes. Outras estratégias de 
tratamento nesse cenário seria o uso combinado com outro fármaco com 
mecanismo de ação aditivo, como a lenalidomida [148] ou inibidores de 
PI3K/PLK, como rigosertib [149]. Porém, os resultados de estudos clínicos 




Inibidores farmacológicos de proteínas BET já estão, atualmente, 
em estudos clínicos para pacientes com LMA e alguns tumores sólidos, 
apresentando perfil de baixa toxicidade, isoladamente. Dessa forma, julgamos 
que o uso combinado de inibidores de proteínas BET com hipometilantes pode 
apresentar toxicidades leves e manejáveis nos pacientes idosos com SMD. 
Entretanto, nenhuma publicação até o momento descreve uso combinado de 
dois moduladores epigenéticos, exceto o uso de hipometilantes em 
combinação com inibidores de histona deacetilase, com resultados modestos 
ou nulos em SMD [150, 151]. Sendo assim, os inibidores BET podem 
representar um tratamento promissor para a doença, mas apenas estudos 
clínicos controlados serão capazes de confirmar se os achados em modelos 
experimentais são reproduzíveis nos pacientes. 
Biologicamente, nossa hipótese é de que a isoforma curta do BRD4 
funciona como um fator capaz de inibir a via de reparo de dano ao DNA, 
causando acúmulo progressivo de lesões genômicas sem reparo, sendo, ao 
menos em parte, um dos responsáveis pela maior instabilidade genômica 
apresentada na doença, como demonstrado na Figura 38. Dessa forma, a 






Figura 38 – Papel biológico da isoforma curta BRD4S na SMD e o efeito da inibição farmacológica com JQ1. (A). Na SMD, ocorre 
aumento da isoforma curta do BRD4 (BRD4S), causando inibição da via de reparo de dano ao DNA (DDR) e contribuindo para o 
acúmulo de lesões genômicas não reparadas e instabilidade genômica, redução da ativação da apoptose induzida pelo dano do DNA 
e manutenção do ciclo celular ativo, mesmo com graves defeitos e mutações. (B). O tratamento com inibidores de BRD4, como JQ1, 
reativam a via DDR, induzindo parada do ciclo celular, ativação da apoptose e, possivelmente, controle da doença. Abreviações: SMD: 
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Myelodysplastic syndromes (MDS) are clonal hematopoietic stem cell-based disorders 
characterized by ineffective hematopoiesis, increased genomic instability and a 
tendency to progress towards acute myeloid leukemia (AML). MDS cells present 
genetic and epigenetic abnormalities and due to the heterogeneity of these molecular 
alterations, the current treatment modalities remain unsatisfactory. Hypomethylating 
agents (HMA), especially azacitidine, are the mainstay of treatment for patients who 
are not eligible for bone marrow transplantation. However, once patients become HMA 
refractory, there are few therapeutic options and the overall prognosis is dismal. The 
aim of this study was to investigate the potential role of the epigenetic reader 
bromodomain-containing protein-4 (BRD4) in MDS and AML patients. We identified 
upregulation of the BRD4 the short variant in MDS patients, which correlated with 
worse outcomes. Furthermore, we demonstrated that BRD4 silencing diminished the 
cell viability and increased apoptosis induced by azacitidine treatment in leukemic cell 
line. JQ1, a BRD4 inhibitor, also presented an in vitro additive effect with azacitidine, 
inducing activation of the DNA damage response pathway. Therefore, the BRD4-
dependent transcriptional program may be a defective pathway in MDS pathogenesis 
and a potential target for outcome improvement. 
 
Keywords: Myelodysplastic syndromes, acute myeloid leukemia, BET member of 








Myelodysplastic syndromes (MDS) encompass a heterogeneous group of disorders 
characterized by molecular alterations in hematopoietic stem cells, leading to 
ineffective hematopoiesis and risk of acute leukemia. Progression to acute myeloid 
leukemia (AML) occurs in one third of the patients, and it is believed to be the result of 
increased genomic instability [6]. 
MDS cells exhibit aberrant methylation in promoter regions of tumor-suppressor 
genes and this abnormality has been tracked to the most immature cells [7, 8]. 
Hypomethylating agents (HMA), especially azacitidine, are the current mainstay for 
treatment of the advanced disease stages, inducing hematological improvement and 
prolonging survival [89]. However, once patients become HMA refractory, there are 
few therapeutic options and the overall prognosis is dismal, with a median survival of 
less than 1 year [98, 99]. Furthermore, with exception of HMA, current MDS treatment 
modalities remain unsatisfactory, due to unacceptable toxicities, especially for the 
more elderly and fragile patients affected by the disease. In this regard, efficient 
therapies combined with a low toxicity profile and tolerability are currently the most 
current needed, and the investigation of possible altered signaling pathways of MDS 
pathogenesis can lead to the identification of potential therapeutic targets in order to 
improve the survival and quality of life of these patients.  
For many years, the study of molecular alterations in MDS cells had been 
directed to the identification of genetic modifications such as chromosomal 
translocations and mutations. Recently, next generation sequencing techniques has 
brought a new perspective to the study of these disorders through the identification of 





mutations are presented in genes related to epigenetic regulation, such as DNA 
methylation and covalent histone modifications [89].  
Bromodomain containing proteins (BET proteins) are the most prominent group 
of epigenetic reader proteins, recognizing and binding to acetylated lysine residues 
within histone tails. BET proteins influence gene expression, cell-cycle regulation and 
embryonic development and they even maintain an association with chromatin 
throughout mitosis, facilitating the “gene bookmarking”. Within the BET family, BRD2, 
BRD3 and BRD4 are ubiquitously expressed in mammalian tissues [109, 111, 112]. As 
a member of the BET family, BRD4 acts by inducing the expression of growth-
promoting genes and has been described as a therapeutic target for AML [113].  
BRD4 generates two major transcriptional variants: long and short. The C-
terminal domain of the long isoform of BRD4 has been described as crucial for 
maintaining normal chromatin structure [115]. Conversely, BRD4 short variant has 
been shown associated with LINC complex and the metastasis-associated proteins 
RRP1B and SIPA1 at the inner face of the nuclear membrane and has a broader 
acetylated histone binding pattern compared to the long one [117]. BRD4 short isoform 
also functions as an endogenous inhibitor of DNA damage response (DDR) signaling, 
recruiting the condensing II chromatin remodeling complex to acetylated histones 
[116]. However, to this moment, the specific role of these two BRD4 isoforms in the 
context of hematological malignancies has not yet been properly explored. 
BET inhibition in vitro and  in vivo were described as effective to treat multiple 
cancer subtypes, such as lymphomas, AML and multiple myeloma, inducing MYC 
suppression, reactivation of the p21 tumor suppressor, cell-cycle arrest and cellular 





leukemogenesis through the activation of a BRD4-dependent transcriptional program 
that maintains the leukemic phenotype [110]. Based on these evidences, clinical trials 
with BET inhibitors are ongoing for AML patients as well as for NUT midline carcinoma, 
an aggressive epithelial carcinoma with genomic rearrangement of BRD4 or BRD3 
[154]. Preliminary data from these clinical studies demonstrated the low toxicity profile 
of BET inhibitors [114]. Conversely, BRD4 expression and function have never been 
investigated in MDS.  
Herein, we described an increased expression of the short variant of BRD4 in 
MDS patients, especially in higher-risk patients. We also established BRD4 short 
variant overexpression as a new MDS prognostic marker, correlating with worse 
outcomes. Moreover, we observed that the combination of a BRD4 inhibitor (JQ1) and 
the HMA azacitidine is more effective in inducing apoptosis than azacitidine alone 
through DDR activation. Our results suggest that BRD4 inhibition may be a new 
therapeutic strategy for MDS patients and could even expand the current treatment 
armamentarium for HMA relapsed / refractory MDS. 
MATERIALS / SUBJECTS AND METHODS 
Patient samples 
Bone marrow samples were collected from patients with MDS (n=58), AML with MDS-
related changes AML (AML-MRC) (n=16), de novo AML (n=34) and healthy donors 
(n=24). All patients included in the study were untreated at the time of sample 
collection. MDS patients were classified according to 2008 World Health Organization 
(WHO) classification [100] and according to revised international prognostic staging 
system (R-IPSS) [96]. Cytogenetic risk for MDS and AML was defined according to R-
IPSS [96] and to the Medical Research Council cytogenetic classifications [131], 





patients signed informed consent forms under local research protocol. This study was 
approved by the Institutional and National Review Board in accordance to the Helsinki 
Declaration. Bone marrow mononuclear cells were isolated by Ficoll-Paque (GE, 
Uppsala, Sweden).  
CD34+ cell separation 
Primary human CD34+ hematopoietic stem and progenitor cells (CD34+ cells) from 
cord blood units (CBU) samples from full-term deliveries were selected using 
immunomagnetic activated cell sorting columns (Miltenyi Biotech, Auburn, CA, USA), 
obtaining purity of at least 90%. 
Cell Culture 
A panel of human myeloid leukemia cell lines (HEL, HL-60, KG1a, K562 and U937) 
were cultured in Roswell Park Memorial Institute medium-1640 (RPMI) (Sigma) 
containing 10% FBS, glutamine (2mM), penicillin (100μg/mL), streptomycin 
(100μg/mL) and amphotericin B (0.25μg/mL). The cells were maintained in humidified 
atmosphere at 37°C and 5% CO2 and the experiments were performed when they 
reached exponential growth. 
Chemical reagents 
A BRD4 specific inhibitor (JQ1) was kindly provided by Dr. James Bradner (Dana-
Farber Cancer Institute, Harvard Medical School, Boston, MA). The compound was 
diluted in dimethylsulfoxide (DMSO) to a 10mM stock solution and was added to the 
cells at final concentrations of 0.24μM to 100μM for 48h. Azacitidine (AZA) was also 
diluted in DMSO to a 100mM stock concentration and added to cells at final 





Gene expression analysis 
RNA was extracted using RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) and 
reversely transcribed into cDNA with RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis 
Kit (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). The quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 
reaction was run with SYBR Green Master Mix PCR (Fermentas) using the ABI 7500 
Sequence Detection System (Applied-Biosystem, Foster City, CA, USA). The values 
of the relative quantification of gene expression were calculated through the equation 
2−ΔΔCT [59]. A negative no “template control” was included for each primer pair and the 
amplification specificity was verified using a dissociation curve at the end of each run. 
Three replicas were run on the same plate for each sample. Sense and antisense 
primers were designed to be complementary to the sequences contained in different 
exons. The following primers were used: BRD4 long variant (BRD4L), 5’– 
AAAGGACCTGAAAATCAAGAACATG–3’ and 5’-GAAGCTGTCGCTGGATGACTT–
3’; BRD4 short variant (BRD4S) 5’–CTGACAGCGAAGACTCCGAAA–3’ and 5’–
GCTATAGCTTGCTGGGAAGGAA–3’, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 
(HPRT), 5′–GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA–3′ and 5′–
TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT–3′. 
Western Blotting 
Equal amounts of protein were submitted to electrophoresis on SDS polyacrylamide 
gels under reducing conditions and the nitrocellulose membrane was blotted with 
specific antibodies. Monoclonal antibodies against P70S6K (sc-8418), and polyclonal 
antibodies against GAPDH (sc-32233), c-MYC (sc-764), p-c-MYC (sc-8000) and BRD4 
antibody (sc-27976) were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 
USA). Anti-ERK1/2 [pTpY185/187] (44-680G), anti-ERK1&2 pan (44-654G), anti-JNK 





from Invitrogen (Waltham, MA, USA) and anti-phospho-histone H2AX (Ser139) 
(pH2AX) (9718) was purchased from Cell signaling (Danvers, MA, USA). The target 
proteins were analyzed by chemiluminescence using an ECL Plus (GE-Healthcare, 
Buckinghamshire, England).  
Methylthiazoletetrazolium (MTT) assay 
Cell viability was measured by MTT assay. Briefly, 2.5 x 104 cells per well were plated 
in 96–well plate in RPMI/10% FBS for 48h. MTT solution (5mg/mL) was added to each 
well and incubated at 37°C for 4h. The reaction was stopped by 0.1N HCl in anhydrous 
isopropanol. Cell growth was evaluated by measuring the absorbance at 570nm, using 
an automated plate reader (Multiscan MS, Labsystems). 
Assessment of apoptosis  
Cell death was measured by annexin-V and PI assay. Briefly, the cells were seeded in 
24-well plates and treated or not with different concentrations of JQ1 and/or azacitidine 
for 48h. After this period, the cells were collected and incubated with 1μg/mL propidium 
iodide (PI) and 1μg/mL APC-Annexin-V for 15min at room temperature in the dark. All 
specimens were analyzed on a FACSCalibur (Becton–Dickinson, CA, USA) and ten 
thousand events were acquired for each sample.  
Transduction of lentivirus 
U937 cells was transduced with lentivirus-mediated shRNA nonspecific control (sc-
108080) or lentivirus-mediated shRNA targeting BRD4 (sc-43639-V) from Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and named 
shControl and shBRD4 cells, respectively. Briefly, 2 x 105 cells were transduced with 
lentivirus by spinoculation at multiplicity of infection equal to 1 and selected by 





Cell cycle analysis 
Cells were seeded on a 24-well plate and treated or not with different concentrations 
of JQ1 for 48h. Next, the cells were collected and fixed overnight in 70% ethanol. DNA 
was stained with Pipes buffer containing PI (20μg/mL) and RNase A (10μg/mL). Cell 
fluorescence was detected with a FACSCalibur. The proportions of cells in the cell 
cycle phases were analyzed by Modifit (Verify Software House Inc., Topsham, ME, 
USA), according to DNA distributions.  
Statistical analysis 
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism5 software (GraphPad 
Software, Inc., San Diego, CA, USA) or SAS System for Windons 9.2 (SAS 
Institute, Inc., Cary, NC, USA). Data were expressed as the median [minimum-
maximum]. For comparisons, an appropriate Mann–Whitney test, Student's t-test 
or ANOVA was used. Comparison between patient´s groups was performed by 
analysis of t-test and covariance (ANCOVA) controlled for age, followed by post-
hoc comparisons using the Tukey test. All experiments were repeated at least four 
times. Cox regression model was used to estimate overall survival (OS) and event-
free survival (EFS) for MDS patients. The stepwise process of selection was used 
for multivariate analysis. OS was defined as the time (in months) between the date 
of sampling and the date of death (for deceased patients) or last follow-up (for 
censored patients). EFS was defined as the time (in months) between the date of 
sampling and the first event (death or MDS progression or leukemic 
transformation) or last follow-up (for censored patients). All tests were two-tailed. 






Increased BRD4 short variant expression in total bone marrow cells from MDS 
and AML patients 
The first step of this study comprised the evaluation of mRNA levels of both BRD4 
variants in total bone marrow cells from healthy donors (n=24), MDS (n=58) and AML 
(n=50) patients. BRD4 long (BRD4L) showed higher expression compared with 
BRD4S in all samples analyzed. In order to exclude possible confounding factors, we 
carried out an ANCOVA analysis, which showed that age and gender did not interfere 
in our results.  
BRD4S expression was significantly increased in both MDS (4.21 [0.01-56.17]) 
and AML (4.01 [0.33-26.58]) patients when compared to healthy donors (2.11 [0.04-
10.32]; all P<.01) (Figure 1A). Interestingly, when MDS patients were stratified into < 
5% (RA/RARS/RCUD/RCMD) vs. > 5% (RAEB1/RAEB2) bone marrow blast, both 
groups showed increased BRD4S expression compared with healthy donors, however 
with no differences between them (< 5% blasts = 4.66 [0.17-56.17] vs. > 5% blasts = 
3.61 [0.01-15.08], P >.05). Moreover, both AML-MRC (4.50 [0.33-25.22]) and de novo 
AML patients (3.70[0.75-26.58]) also showed increased BRD4S expression compared 
with healthy donors (P<.01) (Figure 1B). No difference in BRD4L expression was 
observed between total bone marrow from healthy donors, MDS and AML patients 
(Figure 1C and 1D).  
Higher BRD4 short variant expression is associated with shorter event-free 
survival and overall survival of MDS patients 
With a median follow-up time of 34.4 months, BRD4S expression appeared as one of 
the variables with significant impact in event-free survival (EFS) and overall survival 





values) and R-IPSS (stratified in very low/low, intermediate and high/very high) also 
significantly impacted EFS and OS. Multivariate analysis demonstrated that higher 
BRD4S expression, along with intermediate and high/very high R-IPSS risk MDS, were 
the only independent factors related with worse outcomes (Table 2). 
JQ1 treatment induces dose-dependent apoptosis, along with cell viability 
reduction and G0/G1 cell cycle arrest in myeloid leukemia cell lines, but not in 
normal CD34+ cells 
In order to characterize the role of BRD4 in the disease pathogenesis, a panel of 
myeloid leukemia cell lines was treated with JQ1, a specific BRD4 inhibitor. JQ1 
treatment induced dose-dependent reduction in cell viability, associated with a similar 
induction of apoptosis (Figure 2A). U937 and KG1a cells were more resistant to the 
treatment, and presented higher GI50 (growth inhibitory concentration, with 50% 
reduction in cell viability) levels compared with HL-60 and HEL cells. At the same time, 
CBU CD34+ cells exhibited greater tolerability to JQ1, with sustained cell viability and 
lower apoptosis rate under treatment compared with neoplastic cells (Figure 2B). JQ1 
treatment induced an increase in p-H2AX in both U937 (more resistant) and HEL (more 
sensitive) cell lines (Figure 2C). Furthermore, we also observed a dose-dependent 
increase in G0/G1 cell cycle in cell lines under JQ1 treatment, indicating cell cycle 
arrest, with exception of KG1a cells (Figure 3). These results suggest that BRD4 
pharmacological inhibition causes DDR pathway activation, even when cells are 
treated with lower JQ1 doses and showed no significant apoptosis induction, 
suggesting that DDR activation occurs before apoptosis activation. 
JQ1 exhibits additive effect with azacitidine, inducing apoptosis in U937 and HL-





With the aim of further characterizing the potential combinatory effects of BRD4 
inhibition and azacitidine treatment, U937, KG1a and HL-60 cells were treated with 
JQ1 (dose chosen according GI50) and 3µM azacitidine for 48h. There was a significant 
reduction in cell viability of all three cell lines under treatment with JQ1 or AZA, however 
no additive effect was observed by the combination of the two compounds (Figure 4). 
JQ1 + AZA treatment increased apoptosis rate of U937 and HL-60 cells (Figure 5A 
and 5B, respectively), but did not activate apoptosis of KG1a cells (Figure 5C). In U937, 
JQ1 treatment increased p-H2AX and cleaved PARP, again suggesting that activation 
of DDR is an important mechanism for apoptosis induction after JQ1 treatment. In 
KG1a cells, none of these proteins were modulated by JQ1 treatment and these cells 
presented no significant increase in apoptosis rates. (Figure 5D). 
Silencing of BRD4 decreases proliferation and apoptosis and potentiates 
azacitidine proapoptotic effect 
We next sough to investigate if BRD4 gene silencing would produce similar results of 
JQ1 treatment, in order to exclude possible therapy-related off target effects. For this 
purpose, U937 cells were stably transduced with lentivirus-mediated shRNA targeting 
BRD4 (shBRD4) or an appropriate control (shControl) and the efficacy of the 
transduction was confirmed by qRT-PCR (Figure 6A). 
Apoptosis and proliferation processes were evaluated in silenced cells treated 
or not 1µM or 3µM AZA for 48h. Cell growth was slightly decreased in shBRD4 
compared to shControl (Figure 6B). Under AZA treatment, shBRD4 cells showed a 
significant increase in apoptotic rate (P<.05) (Figure 6C). Therefore, an additive 







Our results suggest that the short isoform of BRD4 is a biological determinant 
of MDS phenotype and aggressiveness, since all MDS subtypes exhibited 
overexpression of BRD4S, but particularly those with higher-risk disease. Moreover, 
higher expression of this gene predicted worse overall outcomes in our cohort. Floyd 
et al described BRD4 short isoform as an endogenous inhibitor of DNA damage 
response since cell lines with forced hyper expression of this protein exhibited 
attenuated DNA damage response signaling [116]. In this context, we speculate that 
BRD4 short isoform could decrease DNA damage response during MDS progression, 
favoring the disease towards genetic instability and clonal evolution.  
In accordance with experimental data from other cancers, the herein inhibition 
of BRD4 with JQ1 or lentivirus, in AML cells, caused apoptosis in addition to a small 
reduction in cell viability, combined with a decrease in ERK and JNK activity. 
Interestingly, we observed increasing levels of p-H2AX with JQ1 treatment, indicating 
DDR pathway activation, even under lower JQ1 doses. There was also an additive 
effect of in vitro combination of azacitidine with either JQ1 treatment or BRD4 silencing. 
To our knowledge, this is the first evidence of addictive effect between the standard 
treatment for MDS (the hypomethylating agent azacitidine) and a drug targeting an 
epigenetic modulator other than histone deacetylase.  
Double strain breaks (DSB) in damaged DNA cause the phosphorylation of 
neighboring histone H2AX at Ser139 via ATM. The functional significance of p-H2AX 
is assumed to be a signal that facilitates DSB repair, presumably by causing the 
chromatin to be more accessible for DNA repair. Once DNA repair fails, the cells 
undergo death by activating apoptosis. This implies that cells containing sufficient DNA 





population in a given tissue. Thus, apoptosis induction following DNA damage is a 
protective mechanism that prevents carcinogenesis [122]. Some recent evidences 
suggest that DNA methyltransferase 1 (DNMT1) inhibition could also activate DDR 
through mismatch repair protein levels modifications, reinforcing the idea that 
epigenetic and genetic stability are intrinsically linked to one another [155] [156].  
Although not yet analyzed specifically in MDS patients, there is increasing 
evidence supporting the role of BRD4 in AML pathogenesis and its potential 
therapeutic applicability. Herrmann et al [132] described the overexpression of BRD4 
in AML patient samples, even in highly enriched CD34+/CD38- and CD34+/CD38+ stem 
and progenitor cells and that JQ1 was capable to induce apoptosis of these cells. They 
also demonstrated that JQ1 synergized with cytarabine, reducing cell viability of AML 
cells. Chen et al [133] described that BRD4 inhibition induced differentiation and death 
of IDH2 mutated AML, whereas Dawson et al [110] reported the role of NPM1 mutation 
in the induction of a BRD4 transcriptional program and that BET inhibition restored the 
NPM1 nuclear localization and abrogated the BRD4-induced oncogenic transcriptional 
program.  
Stewart et al [157] showed that JQ1 causes caspase 3/7-mediated apoptosis 
and DNA damage response in DNMT3a/NPM1-mutated AML, suggesting that JQ1 
might sensitize AML cells to p53-mediated cell death. Moreover, recent data also 
support the synergistic effect of the histone deacetylase inhibitor panobinostat and JQ1 
in AML cells [158]. KG1a is a daunomycin-resistant leukemia cell line [159], also 
resistant to gemtuzumab ozogamicin through deficient activation of BAC and BAX 
[160]. In our results, KG1a was also resistant to apoptosis induced by BRD4 inhibition, 





activation seems to function as a biomarker of BRD4 inhibition efficacy, as cell lines 
with DDR activation also showed apoptosis induction. 
In summary, the BRD4 short variant is upregulated in MDS patients and 
functions as an independent prognostic factor, predicting worse outcomes. 
Interestingly, mutations in the spliceosomal machinery genes are frequent in MDS 
patients and spliceosome dysfunction could lead to distinct abnormalities in mRNA 
splicing; so far these “mis-splicing” targets are mostly unknown and there is ongoing 
work to this concern [124, 161-163], however this abnormality could explain the 
overexpression of one gene variant commonly seen in MDS cells.  Our results further 
demonstrated that BRD4 gene and drug inhibition in cell lines shows additive effect 
with azacitidine, inducing significant higher apoptosis rates. Furthermore, JQ1 
reactivates DDR pathway and this could be the reason of JQ1 efficacy in the disease.  
Despite the fact that additional prospective studies with larger and different 
cohorts of patients are necessary, our results suggest that a BRD4-dependent 
transcriptional program may be an important defective pathway in MDS pathogenesis. 
The in vivo efficacy of JQ1 or other BET-targeting drugs for MDS patients in currently 
unknown, whether preliminary experimental and clinical data from BET inhibition in 
AML patients as well as other cancers showed that BET-targeting drugs presented low 
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LEGENDS TO FIGURES 
 
Figure 1: BRD4 short variant gene expression is overexpressed in MDS and AML 
patients. (A) BRD4S mRNA expression in total bone marrow cells from healthy 
donors, MDS and AML patients (left panel); MDS < 5% or > 5% bone marrow blasts, 
AML-MRC and de novo AML (right panel); (B) BRD4L mRNA expression in total bone 
marrow cells from healthy donors, MDS and AML patients (left panel); MDS < 5% or > 
5% bone marrow blasts, AML-MRC and de novo AML (right panel) and stratified into 
lower-risk MDS, higher-risk MDS, AML-MRC and de novo AML patients. The number 
of subjects and significant P values (Mann-Whitney test) are indicated in the graph. 
MDS: myelodysplastic syndromes; AML: acute myeloid leukemia; AML-MRC: acute 
myeloid leukemia with myelodysplastic related changes. 
 
Figure 2: JQ1, a BRD4 inhibitor, induces apoptosis and reduces cell viability of 
leukemia cell lines, with variable drug sensitivity. (A) Growth inhibition (GI50) of five 
leukemia cell lines (U937, HL-60, KG1a, K562 and HEL). GI50 values determined from 
at least five independent experiments, by nonlinear curve fitting to a sigmoid dose-
response model. Cell viability and apoptosis were determined by MTT assays and flow 
cytometry after 48h of JQ1 treatment; (B) Treatment of CD34+ cells from cord blood 
units (CBU) with increasing doses of JQ1 showed no significant cell viability reduction 
or apoptosis induction in that order; (C) Western blotting analysis of total cell extracts 
from U937 and HEL after cell 48h treatment with JQ1. The membrane was blotted with 
antibodies against pERK1/2 (44/42kDa), ERK1/2 (44/42kDa), pH2AX (15kDa), 
pJNK1/2 (54/46kDa), JNK1 (54kDa), or GAPDH (37kDa), as a control for equal sample 
loading, and developed with the ECL Western Blotting Analysis System. All bar graphs 
represent mean + SD of at least five independent experiments. Western blot figures 
are representative of all experiments performed. 
 
Figure 3: JQ1 induces G0/G1 cell cycle arrest in leukemic cell lines. Cell cycle 
phases were detected by flow cytometry. The cell lines tested are indicated in the 
graph. Results are shown as the percentage of total cells and bars represent increasing 






Figure 4: JQ1 and azacitidine treatment reduces cell viability, with no additive 
effect. Cell viability of U937, HL-60 and KG1a was determined by MTT assay. Cells 
were treated for 48h with vehicle (DMSO), JQ1 and/or azacitidine (3µM). Graph bars 
show mean + SD of at least four independent experiments.* P values < .05. 
 
Figure 5: Combined treatment of JQ1 and azacitidine induces an additive effect 
on apoptosis of U937 and HL-60 cells. Apoptosis was detected by flow cytometry of 
U937, HL-60 and KG1a cell lines treated or not with DMSO, JQ1, AZA 3µM or 
JQ1+AZA combined treatment (A, B and C, in that order): representative dot plot of 
cell line apoptosis. Graph bars show mean + SD of at least four independent 
experiments. JQ1 treatment induces significant apoptosis in U937 and HL-60 cell lines. 
Interestingly, there was an additive effect of combined JQ1 and AZA treatment; (D). 
Western blotting of U937 and KG1a cell line extracts, showing increased p-H2AX and 
cleaved PARP expression after JQ1 and/or AZA treatment in the sensitive U937 cell 
line. 
 
Figure 6: BRD4 silencing induces reduction in cell viability and apoptosis in 
U937 cells under azacitidine treatment. (A) Efficacy of BRD4 silencing in U937 cells 
transduced with lentivirus-mediated control (shControl) or BRD4 (shBRD4) measured 
by RT-PCR. Silenced and control cells were treated for 48 h with vehicle (DMSO) or 
azacitidine (1µM or 3µM):  (B) cell viability was measured by MTT assay  and (C) 
apoptosis was detected by flow cytometry. Significant P values (one-way Anova test) 









Table 1 – Patients’ characteristics 
Patients Number 
MDS 58 
   Gender (Male/Female) 34/24 
   Age (years), median (range) 64 (16-90) 
   WHO 2008 classification  
       RARS/RCMD (< 5% BM blasts) 5/31 
        RAEB-1/RAEB-2 (>5% BM blasts) 11/11 
   IPSS-R  
        Very low/low risk 7/24 
        Intermediate/high/very high risk 10/12/5 
   Cytogenetic riska  
        Very good/good 2/46 
        Intermediate 3 
        Poor/very poor 2/2 
        No growth 3 
  
de novo AML 34 
   Gender (Male/Female) 18/16 
   Age (years), median (range) 54 (18-93) 
   BM blasts (%), median (range) 81 (28-98) 
   Cytogenetic riskb  
        Good 5 
        Intermediate/Poor 19/4 
        No growth 6 
  
AML-MRC 16 
   Gender (Male/Female) 11/05 
   Age (years), median (range) 70 (36-81) 
   BM blasts (%), median (range)c 41 (11-75) 
   Cytogenetic riskd  
        Good 0 
        Intermediate/Poor 8/8 
Abbreviations: MDS, myelodysplastic syndromes; WHO, 
World Health Organization; RARS, refractory anemia with 
ringed sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with 
multilineage displasia; RAEB-1, refractory anemia with 
excess blast-1; RAEB-2, refractory anemia with excess 
blast-2; IPSS-R, revised International Prognostic Scoring 
System; AML, acute myeloid leukemia; BM, bone marrow; 






a In MDS cohort, karyotype findings included very good risk: 
-Y (n=1), del(11q) (n=1); good risk: normal (n=46); 
intermediate: inv(9) and del(16q22) (n=1), rob(14;14) (n=1), 
inv(9) (n=1); poor: -7 (n=2); very poor: > 3 abnormalities 
(n=2) 
b In AML cohort, karyotype findings included good risk: 
t(8;21) (n=4), inv(16) (n=1); intermediate risk: normal (n=16), 
trisomy 8 (n=1) and other abnormalities (n=2); poor risk 
included complex karyotype (n=2), del(5q) (n=1) and others 
(n=1) 
c BM blasts percentage included 2 patients with lower than 
20% blasts due to acute erythroid leukemia 
d In AML-MRC cohort, karyotype findings included 
intermediate risk: trisomy 8 (n=2), normal (n=4) and other 
abnormalities (n=2); poor risk included complex karyotype 





Table 2 – Univariate and multivariate analysis of MDS patient outcomes  
Factor 
Univariate analysis   Multivariate analysis 
Event free survival  Overall survival    Event free survival  Overall survival   
HR 95% C.I. P   HR 95% C.I. P   HR 95% C.I. P   HR 95% C.I. P 
IPSS-R risk group a                 
   Intermediate vs. very low/low 5.98 2.15-16.6 .0006  6.87 2.37-19.94 .0004  4.86 1.58-15 .006  4.77 1.55-14.68 .007 
   Very high/high vs. Very low/low 8.85 3.44-22.73 <.0001  12.44 4.6-33.6 <.0001  9.65 3.35-27.82 <.0001  12.32 4.25-35.7 <.0001 
BM blast percentage b                
   Absolute values 1.14 1.07-1.2 <.0001  1.16 1.09-1.22 <.0001  ----- --------- -------  ----- --------- ------- 
BRD4L expression. b                 
   Absolute values 1.22 0.81-1.83 .34  1.16 0.75-1.76 .75  ----- --------- -------  ----- --------- ------- 
BRD4S expression. b                 
   Absolute values 1.05 1.01-1.08 .02   1.05 1.01-1.09 .02   1.04 1.01-1.09 .02   1.05 1.01-1.10 .01 
Statistically significant P-values are highlighted in bold; MDS: myelodysplastic syndromes; HR: hazard ratio; C.I.: confidence interval; BM: bone marrow; we analysed 
BM blast percentage, BRD4L and BRD4S expression as continuous numerical values. 
a HR > 1 indicates that the first factor has the poorer outcome 































A biologia das neoplasias hematológicas é complexa, particularmente 
aquelas que se desenvolvem no microambiente da medula óssea, onde as relações 
com as células de suporte do nicho hematopoético primário criam alças de 
retroalimentação que propiciam a propagação dos tumores e criam “nichos 
neoplásicos” que protegem as células tumorais iniciadoras (“neoplastic stem cell”) de 
serem atingidas por tratamentos quimioterápicos convencionais. 
Dessa forma, uma maior compreensão dos fenômenos pertinentes é 
fundamental para que possamos encontrar formas mais eficazes e menos tóxicas para 
tratar os pacientes com essas doenças graves, que, na maioria das vezes se associam 
a altas taxas de morbidade clínica e de mortalidade. 
O nosso estudo foi focado em duas neoplasias hematológicas cujo sítio 
primário é a medula óssea e prevalentes em idosos: as síndromes mielodisplásicas 
(SMD) e o mieloma múltiplo. Embora sejam de origens distintas, neoplasias de origem 
mieloide e linfoide, respectivamente, alguns fatores as aproximam e justificam o 
estudo de fenômenos que possam lhes ser comuns. 
Ambas neoplasias são precedidas por estágios mais indolentes e pouco 
sintomáticos e se associam a um risco variável de transformação em formas mais 
agressivas e leucêmicas. Caracteristicamente, pelo menos em suas fases iniciais, 
ambas têm grande dependência do microambiente medular de origem e essa 
dependência é fundamental para a sobrevivência e a propagação tumoral. São 
doenças com instabilidade genômica, o que favorece a evolução e a seleção clonal 
progressivas. Ambas podem ser tratadas com medicamentos imunomodulares, como 
talidomida e lenalidomida. 
Os estudos genômicos recentes mostram, interessantemente, que a 
maioria das mutações detectadas estão presentes em amplo espectro de neoplasias 
hematológicas, desde SMD até a leucemia linfocítica crônica [128]. Dessa forma, as 
células progenitoras hematopoéticas adquirem, com o envelhecimento, mutações que 
modificam sua capacidade de auto-renovação, criando estados pré-leucêmicos, com 
prevalência de hematopoese clonal em 1% da população jovem e de até 10% entre 
os idosos [164]. A presença de hematopoese clonal, embora não necessariamente 
neoplásica, é um fator independente de risco para cânceres hematológicos em 





hematológicas, independentemente de serem mieloides ou linfoides, possuem muitos 
fatores genéticos em comum, o que justifica o estudo combinado das doenças para 
melhor entendimento biológico. 
As alterações do microambiente medular são essenciais para o 
desenvolvimento e a propagação de neoplasias hematológicas medulares. Nosso 
estudo comprova que tais alterações, sejam as inflamatórias associadas à 
desregulação da via de autofagia e inflamassoma nas gamopatias monoclonais ou a 
desregulação do leitor epigenético BRD4 nas mielodisplasias, são essenciais na 
biologia da doença e alvos atrativos para tratamento. 
A melhor compreensão desses fenômenos nos permite buscar formas mais 
eficazes e menos tóxicas para o tratamento dessas neoplasias, que, por acometerem 
predominantemente idosos, são de difícil manejo clínico, sem muitas opções 
terapêuticas.  
No mieloma, uma melhor compreensão das relações entre a célula 
neoplásica e as células inflamatórias e imunossupressoras do microambiente 
expandiria nosso arsenal terapêutico em uma doença atualmente incurável e com 
padrão de progressivas recidivas com o tratamento e, por fim, refratariedade completa 
à quimioterapia. Nesse contexto, atuar mais precocemente na biologia da doença, 
impedindo essa suposta alça de retroalimentação inflamatória entre o plasmócito e o 
microambiente medular pode ser uma estratégia para que, finalmente, possamos 
encontrar a cura da doença. 
Nas mielodisplasias, a hiperexpressão do transcrito variante curto do BRD4 
favorece a doença para maior instabilidade genômica e pode ser um dos fatores que 
induzem a sua evolução clonal progressiva. Interessantemente, nossos resultados 
demonstram, pela primeira vez, que a inibição desta proteína (tanto 
farmacologicamente quanto através de inibição gênica) pode atuar sinergicamente 
com o tratamento padrão da SMD, os hipometilantes (como a azacitidina), reativando 
a via de reparo de dano ao DNA e, consequentemente, induzindo a apoptose celular. 
O tratamento da SMD de alto risco, embora com significativa melhora desde a 
introdução dos agentes hipometilantes, ainda é desafiador, especialmente porque o 
tratamento nas doses utilizadas gera piora das citopenias nos primeiros ciclos de 
tratamento e, quando ocorre resposta, o tratamento deve ser continuado 





ocasionar recidivas rapidamente progressivas e refratárias a tratamentos 
convencionais.  
Pontualmente, as principais conclusões de nosso estudo foram: 
 A presença de mais de 2% de plasmócitos em sangue periférico de pacientes 
com gamopatias monoclonais prediz piores desfechos para os pacientes; 
 Há ativação constitutiva de autofagia na medula óssea de pacientes com 
mieloma múltiplo e esta ativação é ocorre de modo proporcional à quantidade 
de plasmócitos presentes na medula óssea; 
 Quanto ao inflamassoma, há ativação do sinal tipo 1 (“priming”) na medula 
óssea dos pacientes com mieloma múltiplo; 
 A maior expressão gênica ao diagnóstico de NLRP3 prediz melhor respostas 
clínicas ao tratamento com combinações de talidomida; 
 Nas síndromes mielodisplásicas, o gene BRD4, na forma do transcrito variante 
curto, teve expressão elevada em medula de pacientes com SMD e sua 
expressão elevada afetou negativamente a sobrevida livre de eventos e global 
dos pacientes da coorte; 
 Estudos com modelos celulares leucêmicos mostraram que a inibição 
farmacológica do BRD4 com o fármaco JQ1 induz parada do ciclo celular, 
ativação de apoptose e discreta redução de viabilidade celular; 
 Houve ação aditiva da combinação de JQ1 e azacitidina nas linhagens 
leucêmicas estudadas, com importante incremento de morte celular com a 
combinação; 
 A inibição do gene BRD4 com lentivírus mostrou efeitos similares ao fármaco 
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6.1. ANEXO 1 – TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PACIENTES 
COM MIELOMA MÚLTIPLO 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
NOME: ______________________________________________    HC: _______________ 
RG: ______________________         DATA NASCIMENTO:    ____ / ____ / ______ 
Por que este estudo está sendo realizado? 
Mieloma Múltiplo é uma doença oncológica (um câncer) que, apesar dos tratamentos mais potentes e eficazes 
desenvolvidos na última década, permanece atualmente incurável. É uma doença grave e com risco de perda da 
função dos rins (com necessidade de hemodiálise), fraturas por enfraquecimento dos ossos, aumento da quantidade 
de cálcio no sangue e anemia. 
Pouco se sabe sobre o que causa o mieloma, mas há uma relação entre o surgimento da doença e obesidade e 
doenças inflamatórias. Nosso estudo tem como objetivo a avaliação imunológica de pacientes com mieloma 
múltiplo, além das alterações na medula óssea induzidas pela doença. 
Sabendo-se mais sobre o que a doença causa em seu organismo, podemos melhorar seu tratamento e, quem sabe, 
buscar a cura da doença. 
O que está envolvido neste estudo? 
Se o Sr(a) for elegível e aceitar fazer parte do estudo, o Sr(a) será avaliado clinicamente por nossa equipe e 
realizará exames iniciais, como coleta de material aspirado de sua medula óssea (cerca de 50 mL), biópsia de 
medula óssea e exames de sangue. Esses exames são fundamentais para determinarmos a quantidade de suas 
células tumorais, bem como o funcionamento de seu sistema imunológico.  
Em seguida, o Sr(a) iniciará o tratamento para o mieloma múltiplo, conforme nosso protocolo do serviço com 
quimioterapia ou, caso não haja necessidade, permanecerá em seguimento clínico com coleta periódica de exames 
para controle da doença. 
Caso o Sr(a) opte por participar do estudo, teremos que repetir o exame de mielograma a cada 3 meses, além de 
exames de sangue para avaliar possíveis mudanças induzidas pelo tratamento em seu sistema imunológico. 
Destacamos que a coleta de exames de mielograma geralmente seria a cada 6 meses, mas os participantes do 
estudo farão este exame mais frequentemente (a cada 3 meses) para ter um maior controle das mudanças induzidas 
pelo tratamento. 
Como é realizado o exame de aspirado de medula óssea ou mielograma? 
O exame de mielograma é realizado com uma agulha específica introduzida em seu osso da bacia, para avaliarmos 
a quantidades de células tumorais. Esse exame deve ser realizado a cada 3 meses, pois nenhum exame de sangue 
o substitui com esse objetivo. Destacamos também que a rotina de coleta de mielogramas envolve também coletas 
de quantidade maior de material para análise (10 mL em situações normais vs 50 mL em participantes). O exame 
de mielograma é realizado com uso de anestésico local tipo xilocaína sem vasoconstritor para melhora da dor. 
Qual a rotina de consultas, coleta de exames e procedimentos?  
As consultas médicas serão realizadas mensalmente. Realizaremos exames de sangue nas mesmas datas das 
consultas para avaliar a sua resposta ao tratamento e monitorar possíveis efeitos adversos e toxicidades. Durante 
seu seguimento no estudo (e mesmo após, caso necessário), realizaremos coletas de mielograma a cada 3 meses, 
juntamente com os exames de sangue para avaliação de seu sistema imunológico.  
Quais os riscos deste procedimento? 
Os riscos do procedimento de coleta de medula óssea são principalmente dor no local de punção, hematomas 
(manchas roxas) e sangramento, mas todo procedimento será realizado por nossa equipe médica e os riscos 





Usamos anestésico local chamado xilocaína para a realização dos exames de medula. A xilocaína anestesia o local 
da picada, diminuindo seu incômodo. Durante sua aplicação, você pode sentir uma sensação de “queimação” na 
pele, que ocorre geralmente no início de sua aplicação. O efeito da xilocaína geralmente dura de 4 a 6 horas. Se a 
dor voltar após esse período, você deve tomar um analgésico (como dipirona ou paracetamol) para aliviar a dor. 
Existem outras opções? 
O Sr(a) tem o direito de não participar deste estudo. Neste caso, seu tratamento será realizado conforme o atual 
protocolo de tratamento de Mieloma Múltiplo em nossa instituição, sem prejuízo nenhum para o Sr(a).  
Quais os benefícios diretos deste estudo? 
Não há benefício direto com a participação no estudo. O mieloma múltiplo é um câncer com aumento de 
ocorrência nas últimas décadas e pouco sabemos sobre as alterações que o corpo sofre com seu desenvolvimento. 
Um maior entendimento da relação entre o sistema imunológico e o mieloma nos ajuda a entender melhor a doença 
e talvez desenvolver tratamentos mais eficazes e menos tóxicos no futuro.  
Como minha privacidade será protegida? 
As informações médicas produzidas por este estudo poderão tornar-se parte de seu histórico médico e ficarão 
arquivadas em seu prontuário do Hospital de Clínicas da UNICAMP. Todas as demais informações que não se 
façam parte deste estudo também serão arquivadas em seu prontuário do Hospital de Clínicas da UNICAMP. 
Haverá um código numérico que identificará todos os pacientes do estudo, mantendo suas informações seguras e 
de conhecimento somente pela equipe participante do estudo. Todas as informações contidas em seu arquivo do 
estudo não serão liberadas a ninguém que não esteja ligado a este estudo clínico. As informações coletadas sobre 
o Sr(a) durante o tempo deste estudo poderão ser utilizadas, quando necessário, pelos profissionais envolvidos 
para relatórios a algumas agências governamentais e de fomento à pesquisa. É possível que seu histórico médico, 
incluindo este termo de consentimento livre e esclarecido, possam ser inspecionados por agências governamentais 
ou hospitalares. O Hospital de Clínicas da UNICAMP terá a responsabilidade de manter sua privacidade e das 
suas informações médicas. Os resultados deste estudo clínico poderão ser publicados em jornais e/ou livros 
médicos especializados ou usados em aulas para o curso de medicina, congresso ou reuniões científicas. 
Entretanto, nunca seu nome e nem qualquer identificador será usado em material de publicação ou de aula.   
Como eu posso resolver questões ou problemas que venha a ter? 
O Sr(a) deve sempre fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou tratamento e do seu papel como participante em 
qualquer momento que achar conveniente. Para as questões sobre a pesquisa, favor contatar qualquer membro 
participante deste estudo ou a equipe médica assistente. 
Assinaturas 
 Eu li tudo que está escrito com atenção e recebi explicações detalhadas sobre todas as questões formuladas por 
mim. Minha assinatura abaixo indica meu desejo em participar deste estudo. 
Paciente/ Responsável legal: _____________________________________________________ Data:  
___/___/____       
Testemunha: __________________________________________________ Data: 
Testemunha:___________________________________________________ Data: 
Eu expliquei a proposta deste estudo clínico, identifiquei todos os integrantes deste estudo, os possíveis riscos e 
desconfortos e os benefícios e respondi todas as questões dentro das minhas melhores possibilidades 
 





TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – ARMAZENAMENTO DE 
MATERIAL BIOLÓGICO 
 
Durante a realização do estudo, amostras de seu sangue e de sua medula serão coletadas para análises de sua doença e de seu sistema 
imunológico. Caso você autorize, armazenaremos seu material (soro, material genético e proteínas) para possíveis reanálises ou mesmo para 
novos estudos que possam vir a ser realizados. Você não é obrigado a autorizar o armazenamento de seu material e a sua recusa não implicará 
em exclusão do presente estudo. Contudo, o armazenamento pode ser benéfico para futuras investigações de sua doença. Reforço que seu 
material armazenado será mantido sobre código numérico de modo a preservar sua privacidade e somente os pesquisadores responsáveis pelo 
estudo terão acesso a seus dados clínicos. Todo eventual estudo que possa ser realizado com seu material biológico será obrigatoriamente 
submetido à avaliação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP). 
Ciente dos fatos e devidamente esclarecidas minhas dúvidas,  
 Concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento do meu material biológico, devendo o 
mesmo ser descartado ao final desta pesquisa 
  Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material biológico, sendo necessário meu 
consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP 
Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material biológico, DISPENSANDO meu 





Título do Estudo: INFLAMAÇÃO CRÔNICA, INFLAMASSOMAS E AUTOFAGIA COMO 
REGULADORES DO DESENVOLVIMENTO E PROPAGAÇÃO DE DISCRASIAS DE PLASMÓCITOS 
Investigadores: Dr. Fernando Vieira Perícole de Souza CRM 115806 
  Prof. Dra Sara Terezinha Olalla Saad CRM 37676 
 
Instituição: Disciplina de Hematologia e Hemoterapia; Centro de Hematologia e Hemoterapia 
(HEMOCENTRO); Departamento de Clínica Médica; Universidade Estadual de Campinas 
Contatos do Departamento de Hematologia: (19) 35218734, 35218740 
Contatos do Comitê de Ética em Pesquisa: (19) 35218936 
Descrição da população: Pacientes adultos, portadores de Mieloma Múltiplo, gamopatias 





6.2. ANEXO 2 – TERMO DE CONSENTIMENTO PARA CONTROLES 
SADIOS DE MEDULA ÓSSEA 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
CONTROLE SADIO 
NOME: __________________________________________    HC: ____________ 
RG: ___________________         DATA NASCIMENTO:    ____ / ____ / ______ 
Por que este estudo está sendo realizado? 
Mieloma Múltiplo é uma doença oncológica (um câncer) que, apesar dos tratamentos mais potentes e 
eficazes desenvolvidos na última década, permanece atualmente incurável. É uma doença grave e com 
risco de perda da função dos rins (com necessidade de hemodiálise), fraturas por enfraquecimento dos 
ossos, aumento da quantidade de cálcio no sangue e anemia. 
Pouco se sabe sobre o que causa o mieloma, mas há uma relação entre o surgimento da doença e 
obesidade e doenças inflamatórias. Nosso estudo tem como objetivo a avaliação imunológica de 
pacientes com mieloma múltiplo, além das alterações na medula óssea induzidas pela doença. 
Sabendo-se mais sobre o que a doença causa em seu organismo, podemos melhorar seu tratamento e, 
quem sabe, buscar a cura da doença. 
O que está envolvido neste estudo? 
Para entendimento da doença temos que entender o funcionamento da medula e do sistema imunológico 
normal. Para isso, pedimos que participe deste estudo como controle normal sadio. Necessitamos de 
pequeno volume (cerca de 50 mL) do material que será aspirado de sua medula durante sua doação. Da 
mesma forma, coletaremos cerca de 20 mL de seu sangue para estudos e armazenamento de material. 
Como é realizado o aspirado de medula óssea? 
O exame de mielograma é realizado com uma agulha específica introduzida em seu osso da bacia. 
Durante sua doação de medula óssea em centro cirúrgico, geralmente a equipe do transplante aspira 
cerca de 1000 mL de material para a doação da medula. Se você autorizar, utilizaremos uma pequena 
parte deste volume (cerca de 50 mL) para nosso estudo. Os riscos do procedimento de coleta de medula 
óssea são principalmente dor no local de punção, hematomas (manchas roxas) e sangramento, mas todo 
procedimento será realizado por nossa equipe médica e os riscos envolvidos nesses procedimentos são 
geralmente baixos. 
Usamos anestésico local chamado xilocaína para a realização dos exames de medula. A xilocaína 
anestesia o local da picada, diminuindo seu incômodo. Durante sua aplicação, você pode sentir uma 
sensação de “queimação” na pele, que ocorre geralmente no início de sua aplicação. O efeito da 
xilocaína geralmente dura de 4 a 6 horas. Se a dor voltar após esse período, você deve tomar um 
analgésico (como dipirona ou paracetamol) para aliviar a dor. 
Existem outras opções? 
O Sr(a) tem o direito de não participar deste estudo. Neste caso, sua doação de medula será feita sem a 
aspiração deste volume adicional de 50 ml e da coleta de 20 ml de sangue. Contudo, destacamos que 
sua ajuda é fundamental para que possamos entender melhor o funcionamento do organismo de 
pacientes com câncer. 
Quais os benefícios diretos deste estudo? 
Não há benefício direto com a participação no estudo. O mieloma múltiplo é um câncer com aumento 





desenvolvimento. Um maior entendimento da relação entre o sistema imunológico e o mieloma nos 
ajuda a entender melhor a doença e talvez desenvolver tratamentos mais eficazes e menos tóxicos no 
futuro.   
Como minha privacidade será protegida? 
Haverá um código numérico que identificará todos os doadores sadios do estudo, mantendo suas 
informações seguras e de conhecimento somente pela equipe participante do estudo. Todas as 
informações contidas em seu arquivo do estudo não serão liberadas a ninguém que não esteja ligado a 
este estudo clínico. O Hospital de Clínicas da UNICAMP terá a responsabilidade de manter sua 
privacidade e das suas informações médicas. Os resultados deste estudo clínico poderão ser publicados 
em jornais e/ou livros médicos especializados ou usados em aulas para o curso de medicina, congresso 
ou reuniões científicas. Entretanto, nunca seu nome e nem qualquer identificador será usado em material 
de publicação ou de aula.   
Como eu posso resolver questões ou problemas que venha a ter? 
O Sr(a) deve sempre fazer qualquer pergunta sobre este estudo e sobre sua doação e do seu papel como 
participante sadio em qualquer momento que achar conveniente. Para as questões sobre a pesquisa, 
favor contatar qualquer membro participante deste estudo ou a equipe médica assistente. 
 
Eu expliquei a proposta deste estudo clínico, identifiquei todos os integrantes deste estudo, os possíveis 
riscos e desconfortos e os benefícios e respondi todas as questões dentro das minhas melhores 
possibilidades 
 
Médico: _____________________________________________________  Data: __ /__ / ____    
Você não é obrigado a autorizar o armazenamento de seu material e a sua recusa não implicará 
em exclusão do presente estudo. Contudo, o armazenamento pode ser benéfico para futuras 
investigações de sua doença. Reforço que seu material armazenado será mantido sobre código numérico 
de modo a preservar sua privacidade e somente os pesquisadores responsáveis pelo estudo terão acesso 
a seus dados clínicos. Todo eventual estudo que possa ser realizado com seu material biológico será 
obrigatoriamente submetido à avaliação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP). 
Ciente dos fatos e devidamente esclarecidas minhas dúvidas,  
 Concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento do 
meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa 
  Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material 
biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser aprovada pelo 
CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP 
Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material 
biológico, DISPENSANDO meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser aprovada pelo 







6.3. ANEXO 3 – PARECER CEP PROJETO “BIOLOGIA DAS 










6.4. ANEXO 4 – TERMO DE CONSENTIMENTO DO PROJETO 









6.5. ANEXO 5 – CRITÉRIOS DE RESPOSTA AO TRATAMENTO EM 
GAMOPATIAS MONOCLONAIS – (IMWG) 
Resposta Critério IMWG 
Resposta Completa 
estrita (RCe) 
RC como definido abaixo  
+ 
Razão FLC κ/λ normal e ausência de plasmócitos clonais por IHC1 
Resposta Completa (RC) 
Imunofixação sérica e urinária negativas 
+  
Desaparecimento de plasmocitomas de partes moles 
+  
< 5% de plasmócitos MO2 
Resposta Parcial Muito 
Boa (RPMB) 
Eletroforese de proteínas negativa, mas persistência de imunofixação 
sérica e/ou urinária positivas 
OU 
> 90% de redução na proteína monoclonal sérica  
+ 
Proteína monoclonal urinária < 100 mg/24h 
Resposta Parcial (RP) 
A. Se proteína M mensurável 
> 50% de redução em proteína M monoclonal sérica  
+ 
Redução de proteína M urinária > 90% ou a < 200 mg/24h 
B. Se proteína M não mensurável em sangue e urina (secretor de 
cadeia leve) 
> 50% de redução na diferença entre FLC envolvida e não envolvida 
C. Para MM não secretor 
> 50% de redução em plasmócitos MO (somente se porcentagem basal 
> 30%)2 
 
Em adição aos critérios citados, caso haja plasmocitoma, deve haver 
redução de > 50% em seu tamanho1 
Doença estável (DE) Não preenche critérios para RC, RPMB, RP ou progressão de doença 
Doença em progressão 
(DP) 
Aumento de > 25% em relação ao menor valor de resposta em qualquer 
dos seguintes: 
 Proteína M sérica (aumento absoluto > 0.5 g/dL) 
 Proteína M urinária (aumento absoluto > 200 mg/24h) 
 Para MM secretor de cadeia leve: 
o Diferença FLC envolvida e não envolvida (aumento 
absoluto > 10 mg/dL) 
 Para mieloma não secretor: 
o Porcentagem de plasmócitos MO (aumento absoluto > 
10%)2 
Recidiva  
A recidiva clínica necessita de um ou mais dose seguintes, que são 
indicativos de aumento da doença, associado a novos eventos 
definidores de doença clínica: 
 Novos plasmocitomas de partes moles ou novas lesões ósseas 
 Aumento confirmado de tamanho de plasmocitomas ou lesões 
ósseas, com aumento de, pelo menos, 1 cm em tamanho3  
 Hipercalcemia (Cálcio > 11.5 mg/dL) 
 Anemia (queda de Hb > 2g/dL) 
 Aumento na creatinina para > 2mg/dL 
(1) A presença / ausência de plasmócitos clonais é baseado na razão kappa/lambda. Deve-se analisar 
um mínimo de 100 plasmócitos por imuno-histoquímica. São consideradas razões kappa/lambda 
anormais aquelas de > 4:1 ou de < 1:2. (2) Para avaliação de resposta em MM, não é necessário a 
confirmação da contagem com um segundo exame de medula. (3) Para avaliação de tamanho de 
plasmocitomas usaremos a soma dos produtos dos dois maiores diâmetros da lesão mensurável, 
através de medição seriada por exames de imagem. Abreviações: FLC: cadeias leves séricas livres; 
MO: medula óssea; IHC: imuno-histoquímica. 
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